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1.1. REAKTIVE SAUERSTOFF- UND STICKSTOFFSPEZIES: QUELLEN UND 
 URSACHEN IHRER INTRAZELLULÄREN BILDUNG 
 
Als Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (reactive oxygen species = ROS oder reactive 
nitrogen oxygen species = RNOS) wird eine Gruppe von chemisch reaktiven Molekülen 
bezeichnet, die sich allesamt von molekularem Sauerstoff ableiten [1]. Die Reaktivität ist je 
nach Spezies sehr variabel. So kann man hoch reaktive, wie z.B. das Hydroxylradikal (•OH) 
oder das Peroxynitritanion (1–) (ONOO–), und weniger reaktive Spezies wie Wasserstoff-
peroxid (H2O2) und dessen Vorläufer Superoxid (O2•–) unterscheiden (Gleichung 1 [2]).  
 
2 O2•– + 2 H+ → H2O2 + O2        (1)1  
 
Bis auf wenige Ausnahmen handelt es sich bei den ROS und RNOS um intrazellulär gebildete 
freie Radikale, d.h. Moleküle geringer Größe mit einem ungepaarten Elektron, die je nach 
Spezies mehr oder weniger stark mit Biomolekülen reagieren. Hierbei kann eine 
Kettenreaktion initiiert werden, in deren Folge weitere Radikale entstehen. Derartige 
Kettenreaktionen können nur durch Radikalfänger bzw. primäre Antioxidantien terminiert 
werden ([1], siehe dazu auch 1.3.) 
 RNOS und ROS werden von allen aerob lebenden Organismen gebildet und wieder 
abgebaut. In physiologischen Konzentrationen erfüllen sie verschiedene Zellfunktionen, z.B. 
bei der intra- und interzellulären Signalübertragung und der Redox-Regulation. 
Zellschädigender „oxidativer Stress“ entsteht, sobald der prooxidative Einfluss die 
antioxidative Kapazität der Zelle übersteigt [1].  
 Die Hauptquelle von reaktiven Sauerstoffspezies in eukaryoten Zellen ist die 
mitochondriale oxidative Phosphorylierung [4]. Mitochondrien von Zellen mit einem 
oxidativen Energiestoffwechsel verbrauchen ca. 80 % des gesamtzellulär benötigten 
Sauerstoffs. Durch Elektronenlecks in der Atmungskette werden bis zu 5 % des konsumierten 
Sauerstoffs zu freiem Superoxid reduziert [1, 5]. Die Produktion von O2•– und H2O2 kann 
unter Bedingungen extremer körperlicher Anstrengung im Skelett- und im Herzmuskel erhöht 
sein, also dann, wenn ein Mangel des Elektronenendakzeptors O2 die terminale Respiration 
                                                
1
 Bei dieser Reaktion kann nach Khan & Kasha [3]  neben molekularem Sauerstoff (O2) auch Singulett-Sauer-




inhibiert und die Elektronencarrier der Atmungskette reduziert vorliegen [6]. Aber auch 
pathologische Bedingungen, hervorgerufen durch z.B. Xenobiotika, Hyperoxie [7], Ethanol, 
Hypoxie [8], Entzündungen [9] sowie Ischämie/Reperfusion [10], können eine erhöhte 
Superoxidproduktion verursachen. Häufig kann aufgrund des aufgetretenen oxidativen 
Stresses eine erhöhte Lipidperoxidation beobachtet werden [6]. 
 Die NADPH-Oxidase ist einer der primären Enzymkomplexe, die an der Abwehr von 
Bakterien durch Neutrophile und andere phagozytotische weiße Blutkörperchen beteiligt sind. 
Die NADPH-Oxidase der Neutrophile, ein membranassoziierter Multiuntereinheiten-
Komplex, reduziert unter Verbrauch von NADPH molekularen Sauerstoff zu Superoxid und 
entlässt dieses in das Phagosom [11]. Weitere Superoxid- bzw. Wasserstoffperoxid-
produzierende Enzyme sind Xanthin-Oxidase, Lipoxygenase, Cyclooxygenase, Monoamin-
Oxidase, Tyrosin-Hydroxylase und L-Aminosäure-Oxidase [1, 5]. 
 Aus der Reaktion von Wasserstoffperoxid mit sogenannten redoxaktiven Metallionen 
(Fe2+ oder Cu+) werden in der Fenton-Reaktion (Gleichung 2) hoch reaktive Hydroxylradikale 
(•OH) gebildet, die nahezu jedes Biomolekül oxidieren können [12, 13].  
 
H2O2 + Cu+/Fe2+ → •OH + OH– + Cu2+/Fe3+      (2) 
 
Die oxidierten Metallionen können z.B. durch Superoxidanionen wieder reduziert werden 
(Gleichung 3). Die Summe aus Gleichung 2 und 3 wird allgemein auch als Haber-Weiss 
Reaktion bezeichnet [1]. 
 
Cu2+/Fe3+ + O2•– Cu+/Fe2+ + O2       (3)1 
 
Die Haber-Weiss Reaktion ist neben der Spontandismutation des Superoxids (Gleichung 1) 
und dem Elektronentransfer von O2•– auf •OH (Gleichung 4) ein weiterer Reaktionsweg, über 
den in vivo auch Singulett-Sauerstoff entstehen kann [3]. Hauptsächlich entsteht Singulett-
Sauerstoff jedoch photochemisch [14]. 
 
•OH + O2•–→ O2 + OH–         (4)1 
 
Eine weitere Spezies, das Stickstoffmonoxid (•NO), reagiert trotz eines ungepaarten Elektrons 
nur mit wenigen Biomolekülen und ist diesbezüglich dem Superoxid sehr ähnlich. Mit freien 




Moleküle hingegen sehr schnell und fungiert daher auch als freier Radikalfänger. Überdies ist 
•NO ein weit verbreiteter intra- und interzellulärer Botenstoff [1]. Synthetisiert wird •NO von 
Enzymen der Stickstoffmonoxid-Synthase-Familie (NOS, EC 1.14.13.39 [1, 5]), wobei L-
Arginin zu L-Citrullin oxidiert wird (Gleichung 5 [15]). 
 
                                                      NOS                 
>C=NH + 1,5 NADPH/H+ + 2 O2 → >C=O + •NO + 1,5 NADP+ + 2 H2O  (5) 
  
 
Die Reaktion ist abhängig von der Interaktion mit dem Calcium-bindenden Protein 
Calmodulin; Sauerstoff dient als Cosubstrat, NADPH als Elektronendonator. Weiterhin 
binden alle NOS Tetrahydrobiopterin (H4Bip), dessen Bedeutung jedoch noch nicht restlos 
geklärt ist [15].  
•NO wird durch mehrere Zelltypen produziert: Endothelzellen, Makrophagen, 
Neutrophile und Neuronen [16]. Allein in der Leber können drei verschiedene NOS 
unterschieden werden: Die neuronale Form (nNOS) im peribiliären Plexus, die induzierbare 
Form (iNOS) in Hepatozyten, Cholangiozyten, Kupffer- und Stellatzellen sowie die 
endotheliale NOS (eNOS) in Endothelzellen [17]. Makrophagen produzieren für die 
Bekämpfung pathogener Keime neben •NO auch O2•–. Beide Radikale reagieren nahezu 
diffusionskontrolliert miteinander (k = 3,9-19 × 109 M-1s-1 [18]) und bilden so Peroxynitrit, 
das wie das Hydroxylradikal ein hohes zytotoxisches Potential besitzt [19]. 
 
 
1.2. DAS ZYTOTOXISCHE POTENTIAL REAKTIVER SAUERSTOFF- UND 
 STICKSTOFFSPEZIES 
 
RNOS und ROS können, wie schon unter 1.1. erwähnt, mit einer Vielzahl von Biomolekülen 
reagieren, z.B. oxidieren, nitrosieren und nitrieren sie Proteinseitenketten [20], ungesättigte 
Fettsäuren der Membranphospholipide, Basenreste von Nucleinsäuren [21] und Glutathion 
[1]. In physiologischen Konzentrationen können sie als Mediatoren von 
Transkriptionsfaktoren [1] oder als Second Messenger von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, 
Hormonen und Neurotransmittern bei der intrazellulären Signaltransduktion in Erscheinung 
treten [4]. In hohen Konzentrationen wirken sie allerdings schädigend. Beispielsweise können 
sie die Permeabilität der inneren Mitochondrienmembran erhöhen, so dass es durch die daraus 




Entkopplung kommt [15]. Kann die Zelle kein ATP mehr synthetisieren, führt der 
Energiemangel unweigerlich zum Zelluntergang. Somit tragen ROS und RNOS zu 
Alterungsprozessen, zur Krebsentstehung und zu diversen akuten und degenerativen 
Erkrankungen bei [22, 23]. 
 Nachfolgend soll detailliert auf die zelluläre bzw. pathophysiologische Bedeutung der 




Die besondere Bedeutung des Superoxidanions (O2•–) resultiert vor allem daraus, dass es 
durch seine Reaktion mit anderen Radikalen oder nach seiner Dismutation an der Bildung 
reaktiverer Spezies beteiligt sein kann (siehe 1.1.). Es ist als geladenes Radikal in 
Abwesenheit von Anionenkanälen membranimpermeabel und verbleibt somit im 
Kompartiment seiner Entstehung. Bei einer Gewebsazidose kann O2•– jedoch zum 
Perhydroxylradikal (HO2•) protoniert werden, das gut membrangängig und zudem wesentlich 
reaktiver ist [24]. Ein Zusammenhang zwischen der primären Produktion von O2•– während 
der Atmungskettenaktivität in der inneren Mitochondrienmembran, sekundären freien 
Radikalreaktionen innerhalb der Membran und der mitochondrialen Matrix und einer Reihe 
von Erkrankungen, die das Zentrale Nervensystem beeinträchtigen, wie z.B. Morbus 
Parkinson, Morbus Alzheimer, Dyskinesia tarda, Down-Syndrom und Schlaganfall, ist 




Wasserstoffperoxid (H2O2) ist kein freies Radikal, spielt aber pathophysiologisch aufgrund 
seiner Membranpermeabilität und seiner Bedeutung als Intermediat bei der Produktion von 
reaktiveren ROS eine wichtige Rolle. Es kann enzymkatalytisch durch die Myeloperoxidase 
(Gleichung 6), ein Enzym aus dem Phagosom der Neutrophilen, oder durch die Reaktion mit 
Übergangsmetallionen zur Bildung hoch reaktiver Spezies wie dem Hydroxylradikal 
(Gleichung 2) und der Hypochlorigen Säure beitragen (Gleichung 6 [1]). 
 





Allerdings kann Wasserstoffperoxid einige Biomoleküle wie Glutathion, NADPH und Lipide 
auch direkt oxidieren [4]. Außerdem oxidiert es Schwefel enthaltende Aminosäuren [25] wie 
Cystein und Methionin und inaktiviert so viele Enzyme, z.B. die Alkohol-Dehydrogenase 
(ADH [26]), Aldehyd-Dehydrogenase (AlDH [27]) und Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH [28]). In physiologischen Konzentrationen spielt H2O2 auch eine 




Hydroxylradikale (OH•) reagieren nahezu diffusionskontrolliert mit jedem Biomolekül, 
einschließlich der DNA, Lipiden und Proteinen, woraus ein Verlust der genomischen 
Stabilität, der Zellintegrität und die Hemmung von Enzymfunktionen resultieren kann [29]. 
Es wurde nachgewiesen, dass Hydroxylradikale an vaskulären Erkrankungen wie der 





Es ist bekannt, dass Singulett-Sauerstoff (1O2) in vitro und in vivo sehr schnell mit NADH 
und NADPH reagiert (k = 2,5 × 108 M-1s-1 [31-33]. Die stabilen Produkte sind 
Wasserstoffperoxid und zu 80 % enzymatisch aktives NAD(P)+ [31]. Eine massive Oxidation 
des NAD(P)H kann durch den nachfolgenden Energiemangel zum Zelluntergang führen [32]. 
Weiterhin wird dem Singulett-Sauerstoff eine ursächliche Beteiligung bei der 





Stickstoffmonoxid (•NO) gehört eigentlich nicht zu den RNOS, kann aber ebenfalls mit 
verschiedenen Biomolekülen reagieren, vor allem mit solchen, die Eisenionen oder 
Thiolgruppen besitzen. Es inhibiert z.B. die antioxidativen Enzyme Katalase, Glutathion-
Peroxidase, Glutathion-S-Transferase und Glutathion-Reduktase [36], aber auch AlDH [37], 
GAPDH [38] und Caspasen [39]. Bei erhöhter oder exzessiver Produktion wirkt •NO 




Nervenschäden sein sowie eine wichtige Rolle bei neurodegenerativen Erkrankungen spielen 
[5].  
 Viele Studien zeigten allerdings auch, dass •NO oxidative Schäden in experimentellen 
Zellmodellen, bei Hyperoxie-induzierten Gehirnschäden, bei der experimentellen Pankreatitis, 
der Xenobiotikatoxizität, bei intestinalen und gastrischen Läsionen sowie bei geschlossenen 
Kopfverletzungen [41] und der Endotoxämie [16] vermindern und sogar inhibieren kann. 
Weiterhin wirkt •NO zytoprotektiv in einer Reihe von Ischämie/Reperfusionsschäden [16]. 
Auch die Lipidperoxidation in Zellmembranen kann durch •NO inhibiert werden [1]. 
Insgesamt ist der Effekt von •NO auf den Redox-Status einer Zelle sehr facettenreich, wobei 
die Fälle, in denen es antioxidativ wirkt, überwiegen [1]. Jedoch können hohe •NO-
Konzentrationen durch die Reaktion mit der Häm-a3- und der CuB-Gruppe der Cytochrom-
Oxidase die mitochondriale Elektronentransportkette inhibieren, was u.a. zu einem 
intramitochondrialen Anstieg der NAD(P)H-Konzentration und schließlich zum Zelltod führt 
[16]. 
 Als bedeutender vasoaktiver Modulator des Gewebsblutflusses und des arteriellen 
Druckes [16] sorgt •NO über die Stimulation der Guanylat-Cyclase und die Inaktivierung der 
Protein-Kinase C für die Entspannung der glatten Muskulatur der Blutgefäße und bewirkt so 
eine Gefäßdilatation [1]. 
 Aufgrund seiner Membranpermeabilität kann •NO auch als interzellulärer Botenstoff 
[1], z.B. bei der Neurotransmission, eine Rolle spielen. Weiterhin ist es an 
Immunzellfunktionen beteiligt und scheint die adhesive Interaktion zwischen Leukozyten, 
Thrombozyten und Endothelzellen zu beeinflussen [16].  
   
1.2.6. Peroxynitrit2 
 
Peroxynitrit reagiert mit Kohlendioxid (CO2) zu dem hoch reaktiven Nitroso-
Peroxocarboxylat (ONOOCO2–) oder zerfällt protoniert als Peroxysalpetrige Säure 
homolytisch zu •OH und •NO2; es kann aber auch zu Nitrat umlagern [1]. Welcher Weg 
dominiert ist abhängig von der Temperatur, dem pH-Wert und den Molekülen des 
umgebenden Milieus [42, 43].  
                                                
2
 Der Terminus Peroxynitrit wird in der weiteren Arbeit als Beschreibung des Säure-Base-Äquilibriums des 





Die Reaktivität des Peroxynitrits gegenüber Biomolekülen, z.B. Lipiden [34] und 
insbesondere Proteinen, ist sehr hoch. Die Oxidation oder Nitrierung von 
Aminosäureseitenketten, vorwiegend Cystein, Tyrosin, Methionin und Tryptophan [44], 
verursacht vielfach eine Inaktivierung von Proteinen, wie dies z.B. belegt ist für die Succinat-
Dehydrogenase [45], Glutamin-Synthetase [46], Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
[47], Alkohol-Dehydrogenase [26], Isocitrat-Dehydrogenase [48], Mn2+-Superoxid Dismutase 
[49], Glutathion-Reduktase [50] und die Glutathionperoxidase [51]. Einige Enzyme wie 
Cyclooxygenase [52], Poly-ADP-Synthetase [53] und Matrix-Metalloprotease [54] werden 
hingegen durch Peroxynitrit aktiviert. 
 Insbesondere die durch Peroxynitrit verursachte Nitrierung von Tyrosinresten spielt 
eine entscheidende Rolle bei pathologischen Prozessen. In Untersuchungen zu zahlreichen 
Entzündungs- und Infektionskrankheiten (z.B. Arteriolosklerose, koronare Herzkrankheiten, 
kongestive Herzerkrankung, Host-versus-Graft-Reaktion (Abstoßungsreaktion), amyotrophe 
Lateralsklerose, Morbus Parkinson und Schlaganfall) wurde das Produkt 3-Nitrotyrosin 
gefunden [55]. Weitere Erkrankungen, an denen Peroxynitrit beteiligt ist, sind: Morbus 
Alzheimer [56], Chorea Huntington [57], Hochdruckerkrankungen [58], Multiple Sklerose 
[59], Autoimmun-Myocarditis [60], Erkrankungen der Lunge [61] und generell 
Ischämie/Reperfusionsschäden [62]. Andererseits ist Peroxynitrit als eine durch Phagozyten 
generierte mikrobiozide Spezies ein wichtiger Bestandteil der Immunabwehr [63].  
 
 
1.3. ANTIOXIDATIVE MECHANISMEN ZUR NEUTRALISIERUNG 
 REAKTIVER SAUERSTOFF- UND STICKSTOFFSPEZIES 
 
Man kann zwischen direkten und indirekten Antioxidantien sowie antioxidativ wirkenden 
Enzymen unterscheiden. Mulder et al. [64] verdeutlichten anhand der Lipidperoxidation 
(Gleichung 8-11; Lipide = hier RH) durch das Peralkoxylradikal (ROO•) die Anforderungen, 
die ein direktes Antioxidans zu erfüllen hat.   
 
Kettenreaktion: 
ROO• + RH → ROOH + R•        (8) 







ROO• + AH → ROOH + A•        (10)  
ROO• + A• → nicht-radikalische Produkte      (11) 
 
Unter der Annahme, dass die Konzentration des Antioxidans (AH) die Lipidkonzentration 
nicht übersteigt, muss die Geschwindigkeitskonstante für den Hydrogentransfer vom 
Antioxidans auf das Radikal (Gleichung 10) höher sein als die der Reaktion des 
Peralkoxylradikals mit dem Lipid. Außerdem muss das radikalische Antioxidans (A•) mit 
einem weiteren Peralkoxylradikal zu nicht-radikalischen Produkten reagieren (Gleichung 11). 
Weitere Bedingungen sind, dass weder AH noch A• mit molekularem Sauerstoff und A• nicht 
mit dem zu schützenden Molekül, hier Lipide (RH), reagieren dürfen. Ist eine der angeführten 
Bedingungen nicht erfüllt, so ist die interagierende Substanz per Definition kein direktes 
Antioxidans. Im allgemeinen handelt es sich bei primären Antioxidantien um 
niedermolekulare Verbindungen, wie z.B. Vitamin C und E, Glutathion, Ethanol, Mannitol, S-
Adenosyl-Methionin, Sylimarin, N-Acetyl-Cystein und Ursodesoxycholsäure [17, 65].  
 Antioxidativ wirkende Enzyme sind z.B. die Glutathion-Peroxidase in Kombination 
mit der Glutathion-Reduktase, Ascorbat-Reduktase, Peroxyredoxine, Katalase, Thioredoxin-
Reduktase, Mn-Superoxid-Dismutase und Cu-Zn-Superoxid-Dismutase [1].  
 Indirekt wirkende Antioxidantien sind z.B. NADH und NADPH, die bei der 
Regenerierung primärer Antioxidantien enzymatisch (z.B. durch Glutathion-Reduktase oder 
Ascorbat-Reduktase) verbraucht werden [66].  
 
 
1.4. ANTIOXIDATIVE BEDEUTUNG FREIER PYRIDINNUCLEOTIDE 
 
Die Pyridinnucleotide Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NADH/NAD+) und Nicotinamid-
Adenin-Dinucleotidphosphat (NADPH/NADP+) setzen sich aus zwei durch eine Phosphor-
säureanhydridbindung verbundene Nucleotide zusammen (Abb. 1). Sie dienen in der Zelle als 
Coenzyme für Dehydrogenasen, die den Nicotinamidring reversibel reduzieren 
beziehungsweise oxidieren. Obwohl sich NADPH/NADP+ nur durch eine zusätzliche 
Phosphatgruppe an der adeninseitigen Ribose von NADH/NAD+ unterscheidet, sind beide 
Coenzyme in der Zelle an unterschiedlichen Reaktionen beteiligt. Unter physiologischen 
Bedingungen ist der intrazelluläre NAD+/NADH-Quotient hoch, was eine gute Voraussetzung 




und oxidative Phosphorylierung) ist. Im Gegensatz hierzu liegt NADPH in höheren 
Konzentrationen als NADP+ vor und ist damit hauptsächlich an reduktiven, anabolen 
Reaktionen beteiligt [67]. 
 
 
Abb. 1. Strukturen der oxidierten Formen von Nicotinamid-Elektronen-Carriern. Nicotinamidadenindinucleotid 
(NAD+, R = H), Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADP+, R = PO3–) (aus: Berg, J.M.; Tymoczko, J.L.; 
Stryer, L.; Biochemie; 2003, 5. Auflage, Spektrum Akademischer Verlag, Berlin) 
 
 
 Nach allgemeiner Lehrauffassung wird bei der Reduktion eines Substrates ein Hydrid-
Ion (H–, = ein Proton mit zwei Elektronen) vom Coenzym auf das Substrat übertragen 
(Gleichung 12). Hierbei wird der ungeladene chinoide Ring der Nicotinamideinheit in einen 
benzoiden Ring mit fixierter positiver Ladung am Ringstickstoff umgewandelt. 
 
NAD(P)H  → NAD(P)+ + H–        (12) 
 
Im Gegensatz hierzu postulierte Michaelis [68] einen zweistufigen Mechanismus mit einem 
freien radikalischen Intermediat, ähnlich dem NAD•-Radikal. Nicht-enzymatisch werden 
NADH und/oder NADPH durch verschiedene Oxidantien, wie z.B. Br•–, (SCN)2• [69], 
Phenoxyl-Radikale [70], 1O2 [31, 32], Peroxynitrit (ONOO–/ONOOH [71]) und davon 
freigesetzte Radikale wie CO3•– und •NO2 [65], Peroxyl-Radikale (ROO• [72]), das 
Ferricyanid-Ion [Fe(CN)6]3– [73], 2,6-Dichlorophenol-Indophenol [74], Riboflavin [75], 
Chinone [76] und Phenazine [77] sowie durch DNA-Cu (II) [78] über einen Ein-





Rad• (ox) + NAD(P)H → Rad (red) + NAD(P)•     (13) 
 
Dies veranlasste Kirsch & de Groot [65] die reduzierten Nicotinamiddinucleotide aus ihrem 
Status des indirekt operierenden Antioxidans, wie z.B. als Coenzym der Glutathion-
Reduktase bei der Glutathionregenerierung [79], heraus in den Status eines direkt 
operierenden Antioxidans zu erheben.  
 
 
1.5. EINFLUSS VON DEHYDROGENASEN AUF REAKTIONEN VON PYRIDIN-
 NUCLEOTIDEN MIT REAKTIVEN SPEZIES: STAND DER FORSCHUNG 
 
In der Zelle liegen NAD(H) und NADP(H) vorwiegend an Proteine gebunden vor [80]. Eine 
besondere Rolle kommt hierbei den NADH- und NADPH-abhängigen Dehydrogenasen bzw. 
Oxidoreduktasen zu, einer enzymatisch sehr effektiv arbeitenden Enzymklasse [81]. Für 
einige dieser Enzyme ist beschrieben worden, dass Pyridinnucleotide durch die Bindung an 
die Coenzymbindungsstelle die jeweiligen Enzyme vor Angriffen durch Oxidantien schützen 
[82-84] und oxidierte Enzyme teilweise sogar reparieren [85] können.  
Bielski und Chan [86-91] zeigten, dass die Bindung an die Lactat-Dehydrogenase 
(LDH) die Reaktivität des NADHs gegenüber Superoxidanionradikalen (O2•–) und dem 
Perhydroxylradikal (HO2•) signifikant erhöht. Diese Radikale initiieren und propagieren die 









LDH-NAD• + O2 → LDH-NAD+ + O2•–      (15) 
 





LDH-NADH + H+ + O2•– → LDH-NAD• + H2O2     (17) 
 
Diese Ergebnisse demonstrieren jedoch, dass NADH in Gegenwart von LDH im Gegensatz 
zu den oben aufgeführten antioxidativen Eigenschaften [32, 65, 92] prooxidativ wirkt, da das 
initiierende O2•– durch die Reaktion von NAD• mit molekularem Sauerstoff regeneriert und 
zusätzlich ein H2O2-Molekül pro Kettenstart (Gleichung 14) und eines pro Kettenreaktion 





Ein Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob neben Superoxid auch weitere schwache 
Oxidantien (O2, H2O2, HNO2) sowie starke Oxidantien wie Peroxynitrit eine 
Radikalkettenreaktion unter Beteiligung des binären LDH-NADH-Komplexes initiieren, die 
durch O2•– oder ein anderes Radikal propagiert wird.  
Schon Bielski & Chan [86] mutmaßten, dass die Bindung des NADHs an die LDH die 
chemischen Eigenschaften des Coenzyms derart verändert, dass die Reaktions-
geschwindigkeit mit dem unspezifischen Oxidans O2•– um mehrere Größenordnungen 
ansteigt. In einer jüngeren Arbeit anderer Autoren [93] stellte man anhand molekular-
dynamischer Untersuchungen fest, dass die LDH bei der Coenzymbindung die entropische 
Aktivierungsenergie durch eine Veränderung der NADH-Konformation zu einer dem Über-
gangszustand ähnlichen Struktur entscheidend herabsetzt. Da der strukturelle Aufbau der 
Coenzymbindungsstelle, die sogenannte Rossmann-Falte, bei einigen Dehydrogenasen sehr 
ähnlich ist [94-96], sollte auch die Coenzymbindung durch diese Dehydrogenasen die 
Reaktionsgeschwindigkeit von NADH und/oder NADPH mit diversen Oxidantien ent-
scheidend erhöhen.  
 Aus den über 200 Enzymen, die Reaktionen katalysieren, an denen NAD(H) und 
NADP(H) beteiligt sind, wurden die Alkohol-Dehydrogenase (ADH), Aldehyd-
Dehydrogenase (AlDH), Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6-PDH), Glutamat-
Dehydrogenase (GlDH), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), Isocitrat-
Dehydrogenase (ICDH) und die Malat-Dehydrogenase (MDH) ausgewählt und ebenfalls 
dahingehend untersucht, ob diese Enzyme die Reaktivität ihres Coenzyms gegenüber 
Oxidantien wie O2, H2O2, HNO2 und Peroxynitrit erhöhen und sich auch hier einem 







2.1. BINDUNGSSTÖCHIOMETRIE ZWISCHEN DEN DEHYDROGENASEN UND 
 DEN COENZYMEN NADH UND NADPH 
 
Bei der LDH verläuft die Coenzym- und die Substratbindung in einem sukzessiven Prozess, 
und zwar ermöglicht die Bindung des Coenzyms erst die Bindung des Substrats [97, 98]. Aus 
diesem Grund ist es möglich, die Bindungsstöchiometrie von LDH und NADH, wie auch für 
andere Dehydrogenasen beschrieben [99], in Abwesenheit des Substrates zu bestimmen. 
Wenn die Coenzymkonzentration die Apoenzymkonzentration um das 40-fache übersteigt, 
werden pro LDH Tetramer immer vier Moleküle NADH gebunden (Abb. 2), d.h. ein NADH 



































Abb. 2. Bindungsstöchiometrie von Lactat-Dehydrogenase und NAD(P)H. Die Bestimmung der 
Bindungsstöchiometrie von NADH/NADPH und Lactat-Dehydrogenase (LDH) erfolgte in Phosphat-Puffer (50 
mM, pH 7,5, 20°C) mittels Ultrazentrifugation. NADH oder NADPH (4,2 µM) wurde mit oder ohne LDH (0,1-
4,2 µM) in Phosphat-Puffer inkubiert. Dann wurde die Enzymaktivität bestimmt und ein Fluoreszenzspektrum 
von NADH bzw. NADPH (λexc. = 340 nm; λem. = 400-600 nm) mit einem Spektralfluorometer aufgenommen. 
Nach der Zentrifugation bei 371000 × g und 20°C für 5 h, wurden die Enzymaktivität und die Fluoreszenz-
spektren im Überstand vor und nach Resuspendierung des Pellets gemessen. Die Konzentration von NADH bzw. 
NADPH, die an das Enzym gebunden hat, wurde durch die Differenz der Fluoreszenzintensität  im Überstand 
vor und nach Zentrifugation sowie nach Korrektur um den Betrag, der in LDH-freien Ansätzen nach 5 h 
Zentrifugation verloren ging, kalkuliert. Die Bindungsstöchiometrie wurde dann aus dem Quotient des LDH-
gebundenen NADHs bzw. NADPHs und der Enzymkonzentration berechnet. Die gezeigten Daten sind 





Tabelle I. Enzymkinetische Hintergrunddaten zu den experimentell verwendeten Dehydrogenasen 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
Eintrag  Reaktion      k [M–1 s–1]*           Bemerkungen           Lit. 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
1  Enzyme + NAD(P)H‡ → Enzyme-NAD(P)H   1,0 × 106       Abgeleitet aus Daten der Lit.         [102] 
             Enzyme = LDH, MDH, G6-PDH,  
             ADH, GAPDH, AlDH, ICDH, GlDH 
2  LDH-NADH → LDH + NADH     1,0 × 101  aus Eintrag 1 und  
             Km = 1,07 × 10-5                   [98] 
3  GAPDH-NADH → GAPDH + NADH    3,3   aus Eintrag 1 und  
             Km = 3,3 × 10-6                   [98] 
4  Enzyme-NAD(P)H → Enzyme + NAD(P)H   1,0 × 101  Annahme: identisch mit Eintrag 2 
             Enzyme = MDH,G6-PDH,  
             AlDH, ADH, ICDH, GlDH 
5  Enzyme + NAD(P)+ → Enzyme-NAD(P)+    1,0 × 106  Abgeleitet aus Daten der Lit.          [102] 
             Enzyme = LDH, MDH, G6-PDH,  
             ADH, GAPDH, AlDH, ICDH, GlDH 
6  LDH-NAD+ → LDH + NAD+     2,5 × 102  aus Eintrag 5 und  
             Km = 2,53 × 10-4                   [98] 
7  MDH-NAD+ → MDH + NAD+     2,5 × 102  Annahme: identisch mit Eintrag 6  
8  G6-PDH-NAD+ → G6-PDH + NAD+    1,2 × 102  aus Eintrag 5 und  
             Km = 1,15 × 10-4                   [98] 
9  G6-PDH-NADP+ → G6-PDH + NADP+    7,6   aus Eintrag 5 und  
             Km = 7,6 × 10-6                   [98] 
10  GAPDH-NAD+ → GAPDH + NAD+    1,3 × 101  aus Eintrag 5 und  
             Km = 1,3 × 10-5                    [98] 
11  AlDH-NAD+ → AlDH + NAD+     2,0 × 101  aus Eintrag 5 und  
             Km = 2,0 × 10-5                   [98] 
12  AlDH-NADP+ → AlDH + NADP+     5,0 × 101  aus Eintrag 5 und           [98] 
             Km = 5,0 × 10-5            
13  ADH-NAD+ → ADH + NAD+     7,4 × 101  aus Eintrag 5 und           [103] 
             Km = 7,4 × 10-5  
14  ADH-NADP+ → ADH + NADP+     5,9 × 101  aus Eintrag 5 und           [104] 






Wie erwartet, wurde NADPH kaum an die LDH gebunden. Holmberg et al. [105] machen 
hierfür einen Aspartatrest an der Position 52 auf der konservativen β1−αΑ−β2− Region 
verantwortlich, der die 2´-Phosphatgruppe des Adeninriboseringes sterisch hindert in der 
Coenzymregion der LDH zu binden.  
 Die Geschwindigkeitskonstanten mit denen sich die binären LDH-NADH/NAD+-




2.2. EINFLUSS DER DEHYDROGENASEN AUF DIE DURCH O2 UND H2O2 
 
INDUZIERTE OXIDATION VON NADH ODER NADPH 
 
Die Autoxidation von NADH und NADPH verlief unter normoxischen Bedingungen ([O2] = 
225 µM) relativ langsam, wobei NADPH jedoch schneller als NADH oxidiert wurde (Abb. 3, 
Tabelle II, Einträge 1 und 2). Die höhere Reaktivität scheint in der höheren konformationellen 
Flexibilität des NADPHs begründet zu liegen [106]. 
 Die Enzyme MDH, G6-PDH, GAPDH, LDH und AlDH (jeweils 10 µM) verstärkten 
die Autoxidation des NADHs, wobei AlDH den stärksten Einfluss hatte (Abb. 3A-E, Tabelle 
II, Einträge 5-9). Für die GAPDH ist dies schon 1953 von Velick et al. [107] beschrieben 
worden. Vergleichbare Ergebnisse, ein Jahr später von Rafter et al. [108] bei pH 5,0, 5,3 und 
5,7 erzielt, lassen auf die Beteiligung einer Perhydroxylradikal-vermittelten radikalischen 
Kettenreaktion schließen, die ca. 25 Jahre später von Chan & Bielski [91] entdeckt worden 
ist.  
ADH, GlDH und ICDH hatten keinen Einfluss auf die Autoxidationsrate des 
Coenzyms (Tabelle II, Eintrag 10). Die Autoxidation von NADPH wurde allein durch AlDH 
verstärkt (Abb. 3 F und Tabelle II, Eintrag 11). Katalase (130 U l-1) verhinderte die 
Autoxidation von NADH und NADPH in keinem der Fälle, so dass eine Beteiligung von 
Wasserstoffperoxid ausgeschlossen werden konnte.  
Allein in den Ansätzen mit LDH und NADH hemmte die SOD (50 U ml-1) die 
Oxidation des NADHs beinahe vollständig (ohne Abbildung). Hier vermittelten hauptsächlich 
Superoxidanionen die NADH-Oxidation. Versuche unter hypoxischen Bedingungen (pO2 ≤ 
4,7 hPa) verhinderten die Oxidation von NADH in Anwesenheit aller Dehydrogenasen 
komplett, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass in den Ansätzen mit MDH, G6-


























































































































LDH + NA  
 
Abb. 3. Einfluss von Malat-Dehydrogenase, Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase, Lactat-Dehydrogenase und Aldehyd-Dehydrogenase auf die Autoxidation von NADH oder 
NADPH unter normoxischen Bedingungen ([O2] ≈ 225 µM). Die Pyridinnukleotide (jeweils 150 µM) wurden in 
An- und Abwesenheit einer Dehydrogenase (je 10 µM) in Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,0, 25°C (D) oder 37°C 
(A-C + E, F)), der den Übergangsmetallchelator Diethylentriaminpentaessigsäure (100 µM) enthielt, inkubiert. Die 
NADH- und NADPH-Oxidation wurde durch spektrophotometrische Messung der Abnahme der NADH- bzw. 
NADPH-Absorption bei 340 nm ermittelt. (A) Einfluss von Malat-Dehydrogenase (MDH), (B) Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase (G6-PDH), (C) Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), (D) Lactat-Dehydrogenase 
(LDH) und (E) Aldehyd-Dehydrogenase (AlDH) auf die NADH-Autoxidation. (F) zeigt den Einfluss von Aldehyd-
Dehydrogenase auf die NADPH-Autoxidation. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichungen von 
mindestens zwei unabhängig durchgeführten Experimenten; nicht sichtbare Standardabweichungen werden durch 




Die Oxidation von nicht gebundenem NADH und NADPH durch H2O2 (600 µM) verlief sehr 
langsam (Abb. 4, [109]). Aus den Daten von Bernofsky & Wanda [109] konnte für die 
Reaktion von NADH und H2O2 (Gleichung 18) eine Geschwindigkeitskonstante von 3,5 ×   
10-5 M-1s-1 ermittelt werden, die auch für NADPH angenommen wurde (Tabelle II, Einträge 
22 und 23). 
 
NAD(P)H + H2O2 → NAD(P)+ + H2O + OH–     (18) 
 
Von den untersuchten Dehydrogenasen verstärkten allein AlDH und LDH die durch H2O2 
induzierte Oxidation von NADH (Abb. 4 A und C, Tabelle II, Einträge 24 und 25), wobei 
wieder nur AlDH auch eine erhöhte NADPH-Oxidation verursachte (Abb. 4 B, Tabelle II, 
Eintrag 26). SOD (50 U ml-1) konnte erneut die NADH-Oxidation in Anwesenheit von LDH 
nahezu komplett hemmen (ohne Abbildung), während sie die durch AlDH erhöhte Oxidation 
von NADH und NADPH wiederum nicht verhinderte. 
 Die Anwesenheit von ADH, G6-PDH, GlDH, GAPDH, ICDH oder MDH führte zu 
keinem detektierbaren Effekt auf die NAD(P)H-Oxidation (Tabelle II, Eintrag 27). 
Da die SOD die durch O2 und H2O2 vermittelte Oxidation des NADHs in Anwesenheit 
von LDH beinahe vollständig hemmte, deutete alles darauf hin, dass es sich auch hier um 
einen durch Superoxidanionen vermittelten Kettenreaktionsmechanismus (Gleichungen 15-
17) handelte, der analog zu Gleichung 14 durch O2 bzw. H2O2 initiiert wurde. Dieser 
Reaktionsmechanismus konnte durch kinetische Simulationen, basierend auf den bis dato 
bekannten Reaktionen reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffoxidspezies (118 Reaktionen [42]) 
sowie 21 weiteren, möglichen Reaktionen (Tabelle I, Einträge 1, 2, 5, 6 und Tabelle II, 
Einträge 1, 3, 5, 13, 15, 17, 19, 22, 24, 28, 31, 34, 36, 38, 40, 42, 44), plausibel gemacht 
werden. Die Simulationen stimmten gut mit den experimentell ermittelten Daten überein, 
wenn niedrige Geschwindigkeitskonstanten (k = 1,6 × 10-4 M-1s-1 bzw. 2 × 10-4 M-1s-1) für den 
Kettenstart zwischen LDH-NADH und O2 bzw. H2O2 angenommen wurden (Tabelle II, 
Einträge 5 und 24). Diese Kettenstarts werden durch einen Ein-Elektronentransfer vom 
Enzym-gebundenen NADH auf das Oxidans ausgelöst, vergleichbar mit einer NADH- oder 
NADPH-Oxidase-Aktivität, die auch für andere Enzyme (z.B. Flavoenzyme [110]) 
beschrieben wurde. 
Um nun ein deutlicheres Bild vom genauen Reaktionsverlauf und hinsichtlich der 
Gewichtung der beteiligten Teilreaktionen (139 Reaktionen) zu bekommen, wurde eine 
Sensitivitätsanalyse einschließlich einer Principal Component Analysis (PCA) der 




ergaben, dass die experimentell gewonnenen Daten der Reaktionsansätze mit LDH-NADH 
und O2 bzw. H2O2 schon durch 23 bzw. 18 Reaktionen ausreichend gut beschrieben werden 
können. Die beteiligten Einzelreaktionen sind zudem nach der Gewichtung ihrer Beteiligung 
sortiert worden (siehe Anhang: Tabelle IS und IIS). Beispielsweise ist die Kettenstartreaktion 
des binären LDH-NADH-Komplexes mit O2 (Tabelle II, Eintrag 5) die wichtigste Reaktion 
bei der durch die LDH verstärkten Autoxidation von NADH, jedoch von untergeordneter 
Rolle in der Gegenwart von H2O2. Nach den Kettenstartreaktionen ist die O2•–-vermittelte 
Kettenreaktion in beiden Fällen der wichtigste Reaktionsschritt, was experimentell durch den 






























































LDH + NADH 
 
Abb. 4. Einfluss von Aldehyd-Dehydrogenase und Lactat-Dehydrogenase auf die Oxidation von NADH bzw. 
NADPH durch Wasserstoffperoxid. NADH und NADPH (je 150 µM) wurden mit Wasserstoffperoxid (600 µM) 
unter normoxischen Bedingungen in An- und Abwesenheit von Aldehyd-Dehydrogenase (AlDH, 10 µM) oder 
Lactat-Dehydrogenase (LDH, 10 µM) in Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,0, 25°C (C) oder 37°C (A, B)) 
inkubiert, dem der Übergangsmetallchelator Diethylentriaminpentaessigsäure (100 µM) zugesetzt worden ist. 
Die NAD(P)H-Oxidation wurde durch spektrophotometrische Messungen der Abnahme der NAD(P)H-
Absorption bei 340 nm ermittelt. (A) Einfluss von Aldehyd-Dehydrogenase auf die durch Wasserstoffperoxid 
verursachte Oxidation von NADH und (B) von NADPH. (C) zeigt den Einfluss von Lactat-Dehydrogenase auf 
die durch Wasserstoffperoxid verursachte NADH-Oxidation. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± 
Standardabweichungen von mindestens zwei unabhängig durchgeführten Experimenten; nicht sichtbare 





Tabelle II. Reaktionen und Geschwindigkeitskonstanten der NAD(P)H-Oxidation in An- und Abwesenheit von Dehydrogenasen 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
Eintrag  Reaktion      k [M–1 s–1]*       kvirt [M–1 s–1]*      Bemerkungen           Lit. 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
1  NADH + O2 → NAD+ + H2O2†     3,0 × 10-6                      [111] 
2  NADPH + O2 → NADP+ + H2O2†     2,3 × 10-5                      [111] 
3  NADH + H3O+ → HNADH+ + H2O     7,0      k1 = 5,6 × 10–5 s–1 bei pH 5,1 und  
                k1 = 5,9 × 10–4 s–1 bei pH 4,1          [112] 
4  NADPH + H3O+ → HNADPH+ + H2O     7,0      Annahme: identisch mit Eintrag 3  
5  LDH-NADH + O2 → LDH-NAD• + H+ + O2•–       1,6 × 10-4  angenommene [O2] =  225 µM       
6  MDH-NADH + O2 → MDH-NAD• + H+ + O2•–       7,0 × 10-2  angenommene [O2] =  225 µM 
7  G6-PDH-NADH + O2 → G6-PDH-NAD• + H+ + O2•–      1,0 × 10-1  angenommene [O2] =  225 µM 
8  GAPDH-NADH + O2 → GAPDH-NAD• + H+ + O2•–      7,0 × 10-1  angenommene [O2] =  225 µM 
9  AlDH-NADH + O2 → AlDH-NAD• + H+ + O2•–       2,0    angenommene [O2] =  225 µM 
10  Enzyme-NADH + O2 → Enzyme-NAD• + H+ + O2•–                ≤ 3,0 × 10-5  angenommene [O2] =  225 µM  
                Enzyme = ADH, GlDH, ICDH 
11  AlDH-NADPH + O2 → AlDH-NADP• + H+ + O2•–       1,5   angenommene [O2] =  225 µM 
12  Enzyme-NADPH + O2 → Enzyme-NADP• + H+ + O2•–                ≤ 2,3 × 10-5  angenommene [O2] =  225 µM  
                Enzyme = MDH, G6-PDH,  
ADH, GlDH, ICDH, GAPDH 
 
 
13  NADH + O2•– → NAD• + HOO–     2,7      k4 << 27 M–1 s–1                   [69] 
14  NADPH + O2•– → NADP• + HOO–    2,7      Annahme: identisch mit Eintrag 13  
15  LDH-NADH + O2•– → LDH-NAD• + HOO–    3,6 × 104                 [87] 
16  Enzyme-NAD(P)H‡ + O2•–                  ≤ 2,7         
    → Enzyme-NAD(P)• + HOO–          
 
17  NADH + HO2• → NAD• + H2O2     1,8 × 105                      [88] 
18  NADPH + HO2• → NADP• + H2O2    1,8 × 105     Annahme: identisch mit Eintrag 17 
19  LDH-NADH + HO2• → LDH-NAD• + H2O2   2,0 × 106                     [88] 
20  GAPDH-NADH + HO2• → GAPDH-NAD• + H2O2   2,0 × 107                           [91] 
21  Enzyme-NAD(P)H‡ + HO2• → Enzyme-NAD(P)• + H2O2               ≤ 1,8 × 105  Enzyme = MDH, G6-PDH, ICDH, 







Fortsetzung Tabelle II.  Reaktionen und Geschwindigkeitskonstanten der NAD(P)H-Oxidation in An- und Abwesenheit von Dehydrogenasen 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
Eintrag  Reaktion      k [M–1 s–1]*       kvirt [M–1 s–1]*      Bemerkungen           Lit. 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
22  NADH + H2O2 → NAD+ + H2O + HO–    3,5 × 10-5     abgeleitet aus Daten in [109] 
23  NADPH + H2O2 → NADP+ + H2O + HO–    3,5 × 10-5     Annahme: identisch mit Eintrag 22  
24  LDH-NADH + H2O2 → Produkt, das  O2•–  bildet      2,0 × 10-4       
25  AlDH-NADH + H2O2 → Produkte        0,33     
26  AlDH-NADPH + H2O2 → Produkte       0,33    
27  Enzyme-NAD(P)H‡ + H2O2 → Produkte                 ≤ 3,5 × 10-5  Enzyme = MDH, G6-PDH,  
                GAPDH, ADH, ICDH, GlDH 
 
 
28  NADH + HNO2 → NAD• + •NO + H2O       10    
29  NADPH + HNO2 → NADP• + •NO + H2O       10   Annahme: identisch mit Eintrag 28   
30  ADH-NADH + HNO2 → ADH-NAD• + •NO + H2O      370    
31  LDH-NADH + HNO2 → LDH-NAD• + •NO + H2O      520                
32  ADH-NADPH + HNO2 → ADH-NADP• + •NO + H2O               ≤ 10    
33  Enzyme-NAD(P)H‡ + HNO2                  ≤ 10    
    → Enzyme-NAD(P)• + •NO + H2O        Enzyme = MDH, G6-PDH,  
                GAPDH, AlDH, ICDH, GlDH 
 
 
34  NADH + ONOOH → NAD• + H2O + •NO2    7,4 × 103                     [113] 
35  NADPH + ONOOH → NADP• + H2O + •NO2             ≥ 7,4 × 103         Annahme: nahezu identisch mit 
                Eintrag 34 
36  NADH + O2NOOH → NAD+ + H2O2 + •NO2   1,0 × 104                      [114]  
37  NADPH + O2NOOH → NADP+ + H2O2 + •NO2             ≥ 1,0 × 104     Annahme: nahezu identisch mit 
                Eintrag 36 
38  NADH + •NO2 → NAD• + HNO2     4,0 × 103                                                                                                                 [115] 
39  NADPH + •NO2 → NADP• + HNO2              ≥ 4,0 × 103                                                         Annahme: nahezu identisch mit 










Fortsetzung Tabelle II.  Reaktionen und Geschwindigkeitskonstanten der NAD(P)H-Oxidation in An- und Abwesenheit von Dehydrogenasen 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
Eintrag  Reaktion      k [M–1 s–1]*       kvirt [M–1 s–1]*      Bemerkungen           Lit. 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
40  NAD• + O2 → NAD+ + O2•–     2,0 × 109                 [69] 
41  NADP• + O2 → NADP+ + O2•–     2,0 × 109     Annahme: identisch mit Eintrag 40 
42  LDH-NAD• + O2 → LDH-NAD+ + O2•–    3,2 × 109                 [88] 
43  Enzyme-NAD(P)•‡ + O2 → Enzyme-NAD(P)+ + O2•–            ≈ 2,0 × 109     Annahme: nahezu identisch mit 
                Eintrag 40 
                Enzyme = MDH, G6-PDH, ICDH, 
                GAPDH, AlDH, ADH, GlDH 
 
 
44  2 NAD• → (NAD)2      5,6 × 107                 [87] 
45  2 NADP• → (NADP)2      5,6 × 107     Annahme: identisch mit Eintrag 44 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
* Bei 25°C 

 dargestellt als Reaktion 1. Ordnung in [s-1] 
kvirt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelte Geschwindigkeitskonstanten. Um die Geschwindigkeitskonstanten zu bestimmen, wurden kinetische Simulationen unter 
Verwendung von Reaktionen und Geschwindigkeitskonstanten aus Tabelle I und II sowie der Literatur [42, 116] mit dem KINTECUS V3.8 Programm von Dr. James C. Ianni [117] an 
die experimentell gewonnenen Daten angepasst. 
†
 Die in Eintrag 1 dargestellte Reaktion wurde von Yokota und Yamazaki [118] vorgeschlagen. Es ist wahrscheinlicher, dass die Autoxidation von NAD(P)H zu NAD(P)• und O2•– 
führt, wofür jedoch bisher jeglicher experimenteller Beweis fehlt. 
k1 = k2 × [H+] und Umformung führt zu 
      k1              5,6 × 10-5 
k2 = ________  d.h.        k2 = __________________ = 7,05 M–1 s–1 bei pH 5.1.  
          [H+]                            7,94 × 10-6 
‡




2.3. EINFLUSS DER DEHYDROGENASEN AUF DIE DURCH HNO2 INDU-
 ZIERTE OXIDATION VON NADH ODER NADPH 
 
HNO2, generiert durch Zugabe von 10 mM Natriumnitrit zu dem Versuchspuffer (Phosphat-
Puffer 50 mM, pH 7,0, 37°C), verursachte nur eine langsame, lineare Oxidation von NADH 
und NADPH (Abb. 5, Tabelle II, Einträge 28 und 29). ADH und LDH verstärkten signifikant 











































LDH + NADH 
Abb. 5. Einfluss von Alkohol-Dehydrogenase und Lactat-Dehydrogenase auf die Oxidation von NADH durch 
HNO2. NADH (150 µM) wurde in An- und Abwesenheit von Alkohol-Dehydrogenase (ADH) und Lactat-
Dehydrogenase (LDH, je 10 µM) unter normoxischen Bedingungen in Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,0, 25°C 
(B) bzw. 37°C (A)) mit dem Übergangsmetallchelator Diethylentriaminpentaessigsäure (100 µM) inkubiert. Zu 
diesem Ansatz wurde NaNO2 (10 mM) pipettiert, aus dem sich in wässrigen Lösungen HNO2 bildet. Die NADH-
Oxidation wurde durch die spektrophotometrische Messung der Abnahme der NADH-Absorption bei 340 nm 
bestimmt. (A) Einfluss von Alkohol-Dehydrogenase und (B) Lactat-Dehydrogenase auf die HNO2-induzierte 
NADH-Oxidation. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichungen von mindestens zwei 
unabhängig durchgeführten Experimenten; nicht sichtbare Standardabweichungen werden durch die Symbole 
verdeckt.  
 
 Experimente mit SOD und Versuche unter hypoxischen Bedingungen (pO2 ≤ 4,7 hPa) 
zeigten, dass ADH-gebundenes NADH ausschließlich durch HNO2 (Tabelle II, Eintrag 30) 
und nicht durch O2•– oxidiert wurde. Im Gegensatz dazu konnte SOD die Oxidation in 
Anwesenheit von LDH weitgehend hemmen (ohne Abbildung), was wiederum für einen 
langsamen Kettenstart mit HNO2 und eine schnellere Kettenreaktion mit O2•– als Kettenträger 
sprach. Die experimentell gewonnenen Daten konnten hervorragend simuliert werden, wenn 
für den Kettenstart zwischen LDH-NADH und HNO2 eine Geschwindigkeitskonstante von k 
= 520 M-1s-1 (Tabelle II, Eintrag 31) und eine anschließende Kettenreaktion mit O2•– als 




Alle anderen Dehydrogenasen hatten keinen Einfluss auf die Oxidation der Pyridinnucleotide 
in Anwesenheit von HNO2 (Tabelle II, Eintrag 33).  
 Eine Beteiligung von Nitrit (NO2–) an der Oxidation von NADH, obwohl von allen 
Stickstoffoxiden in den höchsten Konzentrationen im Reaktionsansatz vorhanden (siehe 
5.2.4.), kann generell ausgeschlossen werden, da die Reaktionen extrem pH-Wert anfällig 
sind. So verläuft die NADH Oxidation in Anwesenheit von z.B. LDH bei pH 7,0 vielfach 
schneller als bei pH 7,5 (ohne Abbildung). 
 
 
2.4. EINFLUSS DER DEHYDROGENASEN AUF DIE DURCH SIN-1 INDU-
 ZIERTE OXIDATION VON NADH ODER NADPH 
 
3-Morpholinosydnonimin (SIN-1), ein Zerfallsprodukt des Medikamentenwirkstoffs Molsido-
min, wird oft in experimentellen Systemen für die in situ-Generierung stöchiometrischer 
Peroxynitritkonzentrationen verwendet [65, 119, 120]. In wässrigen Lösungen zerfällt SIN-1 
bei neutralem pH mit t1/2 = 40 Minuten [121], wobei SIN-1A entsteht [122], das in Gegenwart 
von O2 spontan zu SIN-1C, Stickstoffmonoxid (•NO) und O2•– zerfällt. •NO und O2•– 
reagieren diffusionskontrolliert (k = 6,7 × 109 M-1s-1 [18]) weiter zu Peroxynitrit.  
 Die Oxidation von freiem NADH und NADPH (jeweils 150 µM) durch SIN-1 (1 mM) 
verlief wesentlich schneller als die Autoxidation oder die durch H2O2 verursachte Oxidation 
der Pyridinnucleotide (Abb. 6; vergleiche mit Abb. 3 und 4). LDH (10 µM) beschleunigte die 
SIN-1-abhängige Oxidation von NADH um das siebenfache, während die NADPH-Oxidation 
durch die Lactat-Dehydrogenase sogar leicht verzögert wurde (Abb. 6 A). Da 10 µM LDH, 
die unter den gegebenen experimentellen Bedingungen 28 µM NADH binden (s. Abb. 2), 
innerhalb der ersten 20 Minuten nach Zugabe von SIN-1 eine Oxidation von 105 µM NADH 
bewirkten, muss das Coenzym ca. viermal an der Coenzymbindungsstelle ausgetauscht 
worden sein.  
 SOD (50 U ml-1) verhinderte die durch SIN-1 induzierte NADH-Oxidation sowohl in 
An- als auch Abwesenheit von LDH nahezu komplett (Abb. 6 B). Dies ist zum einen dadurch 
zu erklären, dass die direkt beim Zerfall von SIN-1 freigesetzten Superoxidanionen durch die 
SOD dismutiert wurden, wodurch es zu einer verringerten Bildung von Peroxynitrit kam, zum 
anderen durch den Umsatz der Superoxidanionen, die aus der Reaktion des noch gebildeten 




den Kettenstart, d.h. den Superoxid-generierenden Angriff von Peroxynitrit auf NADH, und 
beendete zudem die Kettenreaktion. 
 Die Möglichkeit, dass Superoxidanionen, die direkt aus dem SIN-1-Zerfall 
resultierten, das LDH-gebundene NADH oxidiert haben, ist ziemlich unwahrscheinlich, da 
SIN-1 zusätzlich äquimolare Mengen an •NO freisetzt, das, wie bereits oben angegeben, mit 
O2•– diffusionskontrolliert zu Peroxynitrit reagiert. Die Geschwindigkeitskonstante für die 
Oxidation von LDH-gebundenem NADH durch Superoxid ist jedoch wesentlich (2 × 105-mal) 
geringer (Tabelle II, Eintrag 15). Berücksichtigt man, dass unter den experimentellen 
Bedingungen 28 µM NADH an der LDH gebunden vorliegen, lässt sich berechnen, dass 
subnanomolare •NO-Konzentrationen mit dem binären LDH-NADH-Komplex um Superoxid 
konkurrieren können ([•NO] = ([LDH-NADH] × 3,6 × 104 M-1s-1)/(6,7 × 109 M-1s-1) = 0,15 
nM). Die in Anwesenheit von •NO verbleibende Superoxidkonzentration (≤ 0,15 nM) ist 















































LDH + NADH 
NADH 
LDH + NADH + SOD 
LDH + NADH  
+ Oxamat 
LDH + NADH 
Abb. 6. Einfluss der Lactat-Dehydrogenase auf die durch SIN-1 induzierte Oxidation von NADH und NADPH. 
(A) NADH oder NADPH (jeweils 150 µM) wurden in An- und Abwesenheit von Lactat-Dehydrogenase (LDH, 
10 µM) in Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,5, 25°C) inkubiert, der den Übergangsmetallchelator 
Diethylentriaminpentaessigsäure (100 µM) und 3-Morpholinosydnonimine (SIN-1, 1 mM) enthielt. (B) Einfluss 
von Superoxid-Dismutase (SOD, 50 U ml-1) und des kompetitiven LDH-Inhibitors Oxamat (1 mM) auf die durch 
SIN-1 induzierte Oxidation von NADH; die experimentellen Bedingungen waren mit (A) identisch. Die NADH- 
und NADPH-Oxidation wurde durch spektrophotometrische Messungen der Extinktionsabnahme bei 340 nm 
bestimmt. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte von mindestens zwei unabhängig durchgeführten Experimenten.   
  
 Um nachzuweisen, dass die Bindung des NADHs an die Coenzymbindungsstelle von 
entscheidender Bedeutung für die gesteigerte Oxidation in der Gegenwart von LDH ist, 
wurden Experimente mit dem Substratanalogon Oxamat durchgeführt [94, 125]. Oxamat 




bleiben die aktiven Zentren des LDH-Tetramers dauerhaft verschlossen [94], so dass das 
gebundene NADH vom Medium und damit vor Oxidantien sterisch abgeschirmt ist. Wie 
erwartet, verhinderte Oxamat die durch die LDH verstärkte Oxidation des Coenzyms (Abb. 6 
B). Die Oxidation von nicht gebundenem NADH und von NADPH wurde durch Oxamat nur 
leicht vermindert (ohne Abbildung), was darauf hindeutet, dass Oxamat kein effektiver 
Peroxynitritfänger oder Fänger anderer von SIN-1 freigesetzter Radikale ist. Alle anderen 
untersuchten Dehydrogenasen verstärkten die durch SIN-1 ausgelöste NADH-Oxidation in 
keiner Weise. Einige Enzyme verminderten sogar die Oxidation von NADH und auch von 
NADPH (Tabelle III), was darauf hindeutet, dass der Proteinteil der Enzyme sehr schnell mit 
den freigesetzten Radikalen reagierte (s. 1.2.6.). 
 
 
2.5. EINFLUSS DER DEHYDROGENASEN AUF DIE DURCH AUTHENTISCHES 
 PEROXYNITRIT INDUZIERTE OXIDATION VON NADH ODER NADPH 
 
Auch in Versuchen mit authentischem Peroxynitrit zeigten alle Dehydrogenasen, mit 
Ausnahme der LDH, keine die Oxidation von NADH und/oder NADPH verstärkende 
Wirkung. Vielmehr verminderten auch hier einige Enzyme die Coenzym-Oxidation erheblich 
(Tabelle IV), was wiederum auf die schnelle Reaktion von Peroxynitrit mit einigen der 
Proteinseitenketten hindeutete. Auch LDH verringerte die Oxidation von NADPH durch 
Peroxynitrit (um circa 60 %). Wie in den Versuchen mit SIN-1 wurde die NADH-Oxidation 
in Gegenwart von LDH verstärkt (Abb. 7 A), jedoch in deutlich geringerem Ausmaß.  
 Da freies NADH und NADPH in nahezu gleichem Umfang durch Peroxynitrit oxidiert 
wurden, konnte der prooxidative Einfluss der LDH auf ihr Coenzym (NADH) um ihre 
Fängereigenschaften anhand ihres Effekts auf die NADPH-Oxidation korrigiert werden. 
Hieraus resultierte, dass die LDH den Betrag des oxidierten NADHs ungefähr verdoppelte. In 
Anwesenheit von LDH und SOD (50 U ml-1) oder Oxamat (1 mM) wurden NADH und 
NADPH in gleichem Umfang oxidiert (Abb. 7 B, C), was darauf schließen läßt, dass die 
durch die LDH erhöhte NADH-Oxidation wiederum über eine durch Superoxidanionen 
vermittelte Kettenreaktion mit Beteiligung des aktiven Zentrums verlief. Dies steht zunächst 
scheinbar im Wiederspruch zu früheren Arbeiten, da dort aus der Reaktion von Peroxynitrit 
mit NADH nur geringe Mengen an Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid resultierten 
[113], obwohl freies NADH und NADPH sehr stark durch Peroxynitrit oxidiert wurde und 




Sauerstoffs durch NAD• – zu erwarten gewesen wäre. Eine naheliegende Erklärung ist die 
Reduktion des ebenfalls entstehenden •NO2 durch Proteinseitenketten der LDH. Zudem führte 





























































Abb. 7. Einfluss der Lactat-Dehydrogenase auf die durch authentisches Peroxynitrit induzierte Oxidation von 
NADH und NADPH. NADH oder NADPH (jeweils 150 µM) wurden in An- und Abwesenheit von Lactat-
Dehydrogenase (LDH, 5-20 µM) in Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,5, 25°C) inkubiert. (A) Einfluss von Lactat-
Dehydrogenase auf die durch authentisches Peroxynitrit (280 µM) induzierte Oxidation von NADH oder 
NADPH. (B) Einfluss von Superoxid-Dismutase (50 U ml-1) auf die durch Peroxynitrit (100 µM) induzierte 
Oxidation von NADH und NADPH in An- und Abwesenheit von Lactat-Dehydrogenase. (C) Einfluss des 
kompetitiven Lactat-Dehydrogenase Inhibitors Oxamat (1 mM) auf die durch Peroxynitrit (280 µM) induzierte 
Oxidation von NADH und NADPH in An- und Abwesenheit von Lactat-Dehydrogenase. Die NADH- und 
NADPH-Oxidation wurde 5 Minuten nach Zugabe von Peroxynitrit spektrophotometrisch durch die Messung 
der Absorptionsabnahme bei 340 nm erfasst. Längere Inkubationen mit Peroxynitrit führten zu keiner 
zusätzlichen NADH- oder NADPH-Oxidation. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± Standardabweichungen 
von mindestens zwei unabhängig durchgeführten Experimenten; nicht sichtbare Standardabweichungen werden 
durch die Symbole verdeckt. ■ = LDH + NADH, ● = LDH + NADPH, ∆ = LDH + NADH + SOD,  = LDH + 
NADPH + SOD, ▲ = LDH + NADH + Oxamat, ♦ = LDH + NADPH + Oxamat. 
 
die Reaktion von Peroxynitrit mit NADH zur Bildung der reaktiven Intermediate Superoxid 
und •NO2 [65, 124], die zumindest in Abwesenheit von LDH nahezu diffusionskontrolliert zu 
Peroxynitrat (O2NOO–) reagierten, das nicht in der Lage ist, NADH unter physiologischen 




Vergleich zur Konzentration des Superoxidanions (0,02 µM; berechnet durch die kinetischen 
Simulationen), kann das Enzym mit dem Superoxidanion um das •NO2 konkurrieren.  
 Unter der Annahme von 42 Tyrosinresten pro LDH-Molekül [126] und einer 
Geschwindigkeitskonstante von k = 3,2 × 105 M-1s-1 [127] für die Oxidation des Peptid-
gebundenen Tyrosins durch •NO2, ergab sich eine Geschwindigkeitskonstante von 1,3 × 107 
M-1s-1 für die Reaktion von LDH mit •NO2. Der relative Anteil des durch die LDH 
abgefangenen •NO2 betrug 1,5/1: (10 µM × 1,3 × 107 M-1s-1)/(0,02 µM × 4,5 × 109 M-1s-1). 
Demnach wurden 67 % des •NO2 durch die LDH abgefangen, so dass die Konzentration des 
Superoxidanions ausreichend groß wurde, um den Kettenstart sowie insbesondere die 
Kettenreaktion des LDH-gebundenen NADHs zu tragen (Gleichungen 14-17). Diese 
Erwägungen berücksichtigen allerdings nicht, dass aus sterischen Gründen wahrscheinlich 
nicht alle Tyrosinreste mit •NO2 reagierten. Andererseits besitzt die LDH zusätzliche 
Aminosäurereste wie Tryptophane und Cysteine, die ebenfalls schnell mit •NO2 reagieren 
können. 
 In Abwesenheit von LDH konnte die durch Peroxynitrit (100 µM) vermittelte Bildung 
von NAD+ (43,2 ± 2,0 µM; siehe auch Abb. 7B) zufriedenstellend durch kinetische 
Simulationen mit dem KINTECUS V3.8 Programm (41,3 µM) vorausgesagt werden. Die PCA 
reduzierte das vollständige Kinetikschema auf 44 Reaktionen (Tabelle IIIS) und besagte, dass 
die nicht gebundenen Coenzyme hauptsächlich durch Peroxysalpetrige Säure (ONOOH, Br = 
6514,3) und kaum durch die von ihr freigesetzten Radikale oxidiert wurden, was den 
Ergebnissen von Kirsch et al. [113] entspricht. In Anwesenheit von LDH war es jedoch nicht 
möglich die Experimente mit authentischem sowie in situ generiertem Peroxynitrit (SIN-1) zu 
simulieren. Es ist anzunehmen, dass dies an den bisher noch unbekannten 
Fängereigenschaften der Lactat-Dehydrogenase lag, die besonders offenkundig in den 
Experimenten mit authentischem Peroxynitrit waren (Abbildung 7 A). Der im Vergleich zu 
den Versuchen mit SIN-1 nur geringe Effekt der LDH auf die Oxidation von NADH durch 
authentisches Peroxynitrit ist vermutlich auch darin begründet, dass das Enzym in 






Tabelle III. SIN-1-abhängige Oxidation von NAD(P)H in An- und Abwesenheit von Dehydrogenasen 
 
Reaktionsansatz      NADH [µM]   Reaktionsansatz      NADPH [µM] 
 
NADH (150 µM)    118 ± 3   NADPH (150 µM)    108 ± 4 
+ ADH (10 µM)    133 ± 1   + ADH (10 µM)    130 ± 1 
+ AlDH (10 µM)      95 ± 5   + AlDH (10 µM)      94 ± 2 
+ G6-PDH (10 µM)    130 ± 4   + G6-PDH (10 µM)    128 ± 1 
+ GlDH (10 µM)    116 ± 3   + GlDH (10 µM)    112 ± 1 
+ GAPDH (10 µM)    140 ± 1   + GAPDH (10 µM)    146 ± 1 
+ ICDH (10 µM)    120 ± 2   + ICDH (10 µM)    113 ± 1 
+ MDH (10 µM)    141 ± 1   + MDH (10 µM)    136 ± 1 
_______________________________________________________________________________________________________________________ 
NADH oder NADPH (150 µM) wurde in An- und Abwesenheit von Dehydrogenasen (10 µM) für 30 Minuten mit SIN-1 (1 mM) in Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,5, 25°C) 
inkubiert. Die NAD(P)H-Oxidation wurde durch spektrophotometrische Messungen der Extinktionsabnahme bei 340 nm in Doppelansätzen bestimmt. Dargestellt ist die im 






Tabelle IV. Peroxynitrit-abhängige Oxidation von NAD(P)H in An- und Abwesenheit von Dehydrogenasen 
 
Reaktionsansatz + Peroxynitrit (280 µM)  NAD(P)H [µM] Reaktionsansatz + Peroxynitrit (130 µM)  NAD(P)H [µM] 
 
NADH (150 µM)    50 ± 1   NADH (150 µM)      95 ± 5 
+ ADH (10 µM)    68 ± 5   + AlDH (10 µM)    134 ± 1 
+ G6-PDH (10 µM)    47 ± 4   + GlDH (10 µM)      95 ± 4 
+ GAPDH (10 µM)    76 ± 1   + ICDH (10 µM)      90 ± 9 
          + MDH (10 µM)    116 ± 4 
 
NADPH (150 µM)    49 ± 3   NADPH (150 µM)      90 ± 4 
+ ADH (10 µM)    76 ± 7   + AlDH (10 µM)    132 ± 2 
+ G6-PDH (10 µM)    47 ± 5   + GlDH (10 µM)      96 ± 3 
+ GAPDH (10 µM)    63 ± 5   + ICDH (10 µM)      89 ± 3 
          + MDH (10 µM)    111 ± 1 
_______________________________________________________________________________________________________________________ 
NAD(P)H (150 µM) wurde in An- und Abwesenheit von Dehydrogenasen (10 µM) mit Peroxynitrit (130 oder 280 µM) in Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,5, 20°C) inkubiert. Die 
NAD(P)H-Oxidation wurde 5 Minuten später durch spektrophotometrische Messungen der Extinktionsabnahme bei 340 nm bestimmt. Dargestellt ist die im Versuchsansatz 






3.1. EINFLUSS DER UNTERSUCHTEN DEHYDROGENASEN AUF DIE 
 NAD(P)H-OXIDATION 
 
Vor mehr als 30 Jahren beschrieben Bielski und Chan eine radikalische Kettenreaktion, in der 
LDH-gebundenes NADH durch Superoxidanionen sowohl bei einem Kettenstart als auch in 
einer sich anschließenden Kettenreaktion oxidiert wird [86-90]. Im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese LDH-katalysierte Kettenoxidation von NADH auch 
durch andere Oxidantien wie O2, H2O2, HNO2 und authentisches/in situ generiertes 
Peroxynitrit initiiert werden kann, die Kettenreaktion aber ausschließlich durch intermediär 
entstehendes O2•– vermittelt wird (Tabelle II, Einträge 5, 24, 31 und 34). Mechanistisch sind 
zwei Arten von Kettenstarts zu unterscheiden. Schwache oder mäßig starke Oxidantien (O2, 
H2O2, HNO2) initiieren die Kettenreaktion durch eine langsame Oxidation von LDH-
gebundenem NADH zu NAD• (Tabelle II, Einträge 5, 24, 31), während starke Oxidantien 
(authentisches und in situ-generiertes Peroxynitrit) fast ausschließlich freies NADH oxidieren 
(Tabelle II, Eintrag 34).  
Die Kettenreaktion wird vermutlich ausschließlich durch Superoxidanionen vermittelt, 
weil sowohl bei der Oxidation des freien als auch des LDH-gebundenen NADHs stets NAD• 
entsteht, welches nahezu diffusionskontrolliert molekularen Sauerstoff durch einen Ein-
Elektronentransfer zum Superoxidanion reduziert (Gleichung 15). Zudem besitzt O2•– ein 
Redoxpotential, das zu niedrig ist, um freies NADH und Aminosäureseitenketten der LDH 
nennenswert zu oxidieren, jedoch ausreichend hoch ist, um mit LDH-gebundenem NADH 
effektiv zu reagieren.  
Im Unterschied zum binären LDH-NADH-Komplex war keiner der anderen 
Dehydrogenase-NAD(P)H-Komplexe an einer radikalischen Kettenoxidation von NADH 
oder NADPH beteiligt, da die gebundenen Coenzyme ausschließlich mit dem zugesetzten 
Oxidans, nicht jedoch mit den sekundär entstehenden Superoxidradikalen reagierten. In 
Übereinstimmung hiermit hatten Chan & Bielski bereits experimentell belegt, dass die 
binären Komplexe MDH-NADH, GlDH-NADH und ICDH-NADPH nicht und der GAPDH-
NADH-Komplex nur sehr langsam mit O2•– reagieren [91]. Im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass NADH und/oder NADPH in Anwesenheit der 
untersuchten Dehydrogenasen (mit Ausnahme von ICDH und GlDH) durch wenigstens ein 




Coenzym verstärkt oxidiert (Ausnahme: Versuche mit G6-PDH), was wiederum beweist, dass 
die Bindung an die Coenzymbindungsstelle der Dehydrogenasen von entscheidender 
Bedeutung für die Coenzymoxidation ist. Warum in den Versuchen mit Glucose-6-phosphat 
Dehydrogenase NADH statt NADPH, dem eigentlichen Coenzym der Dehydrogenase, 
verstärkt oxidiert wurde, konnte nicht geklärt werden.  
Ob und wie schnell NADH oder NADPH oxidiert wurden, hing entscheidend von 
zwei Faktoren ab, von der bindenden Dehydrogenase und dem Oxidans. Die 
Reaktionsgeschwindigkeit, mit der NADH autoxidiert, wurde durch die Bindung an die LDH 
signifikant erhöht. Von allen untersuchten binären Dehydrogenase-Coenzym Komplexen 
reagierte der AlDH-NADH-Komplex am schnellsten mit O2 (k = 2 M-1s-1). Weitaus höhere 
Geschwindigkeitskonstanten wurden jedoch für die Reaktionen von HNO2 mit ADH-NADH 
(k = 370 M-1s-1) und LDH-NADH (k = 520 M-1s-1) gefunden (Tabelle II, Einträge 30 und 31). 
Unter den Reaktionen von Dehydrogenase-Coenzymkomplexen mit Oxidantien scheint aller-
dings die Reaktion von LDH-gebundenem NADH mit dem Superoxidanion unter physio-
logischen Bedingungen mit Abstand die schnellste Reaktion zu sein (k = 3,6 × 104 M-1s-1 
[87]). Chan & Bielski berechneten zwar eine Geschwindigkeitskonstante von k = 2,0 × 107  
M-1s-1 [91] für die Reaktion von GAPDH-NADH mit dem Perhydroxylradikal, jedoch spielt 
diese Reaktion in zellulären Systemen vermutlich nur eine untergeordnete Rolle, da dieses 
Radikal aufgrund des intrazellulären pH-Wertes kaum vorkommen sollte (pKa [HO2•] = 4,7 
[128]). 
Obwohl die Coenzymbindungsregionen der hier untersuchten Dehydrogenasen 
strukturell sehr ähnlich aufgebaut sind [94-96], verhielten sich die binären Komplexe der 
einzelnen Dehydrogenasen gegenüber den verschiedenen Oxidantien sehr unterschiedlich. 
Warum Dehydrogenasen die Oxidation ihres Coenzyms so unterschiedlich beeinflussen, 
konnte bisher nicht geklärt werden. Der Grund für den unterschiedlichen Einfluss der Enzyme 
sollte in den Eigenschaften der Aminosäureseitenketten liegen, die die α-Helices der 
Coenzymbindungsstelle bilden, da diese, im Gegensatz zu den eher konservativen β-
Faltblättern, in ihrer Aminosäurezusammensetzung erheblich mehr variieren [96]. So 
vermuteten Chan & Bielski [91] z.B., dass in der Coenzymbindungsregion der GAPDH die 
Carboxylgruppe eines in der LDH nicht vorhandenen Aspartatrestes aufgrund ihrer negativen 
Ladung Superoxidanionen am Eintritt ins aktive Zentrum und damit an der Reaktion mit 





3.2. MÖGLICHE PRO- UND ANTIOXIDATIVE BEDEUTUNG DER BINÄREN 
 DEHYDROGENASE-COENZYM-KOMPLEXE FÜR DIE ZELLE  
 
Die dargestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Bindungen an Dehydrogenasen 
Änderungen der Redox-Eigenschaften des NADHs bzw. NADPHs bewirken. Da NADH und 
NADPH in Zellen fast ausschließlich an Dehydrogenasen gebunden vorliegen [80, 129], 
dürfte das im binären Dehydrogenase-Komplex gebundene NAD(P)H auch intrazellulär 
schneller mit Oxidantien reagieren als freies NAD(P)H. Die Coenzyme sollten somit 
erheblich zum antioxidativen System der Zelle beitragen, da alle Oxidantien, die mit 
NAD(P)H reagieren, über intermediäres NAD• zu Superoxid transformiert werden, welches 
effektiv durch die zelluläre Superoxid-Dismutase [65] abgebaut werden kann; das entstehende 
H2O2 wird letztendlich durch z.B. Glutathion-Peroxidase oder Katalase umgesetzt. Auch für 
die Dehydrogenasen wäre dies neben der Bereitstellung von Reduktionsäquivalenten 
(NAD(P)H) und somit der Aufrechterhaltung des zellulären Redox-Status, wie es für ICDH, 
GlDH, G6-PDH und die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase beschrieben worden ist [65, 79, 
82, 119, 130-132], ein weiterer, bisher wenig beachteter antioxidativer Wirkungs-
mechanismus. Als eine Ausnahme hiervon ist allerdings LDH-gebundenes NADH anzusehen, 
da schwache und mäßig starke Oxidantien wie O2, H2O2, O2•– und HNO2 in der Lage sind 
durch eine langsame, direkte Reaktion mit dem Enzym-gebundenen Coenzym eine 
Kettenoxidation des LDH-gebundenen NADHs zu initiieren (Tabelle II, Einträge 5, 15, 24, 
31), aus der pro Kettenreaktionszyklus ein Molekül H2O2 und ein Superoxidanion resultieren 
(Gleichung 15-17). So wird die durch O2, H2O2 und HNO2 initial langsame Oxidation von 
LDH-gebundenem NADH durch intermediär entstehendes Superoxid drastisch beschleunigt. 
Aufgrund der kontinuierlichen Entstehung von Superoxid und der zusätzlichen Neubildung 
von H2O2 ist der binäre LDH-NADH-Komplex somit sogar als Prooxidans einzustufen. 
In zellulären Systemen sollte die durch die LDH-vermittelte Kettenoxidation von 
NADH – und somit auch die Bildung zusätzlicher reaktiver Sauerstoffspezies – 
normalerweise effektiv durch die Aktivität der Superoxid-Dismutase, Katalase und der 
Glutathion-Peroxidase verhindert werden, da diese Enzyme intrazellulär in hohen 
Konzentrationen vorliegen. O2•– spielt allerdings in Systemen, in denen das Gleichgewicht 
zwischen Oxidantien und Antioxidantien gestört ist, d.h. in oxidativen Stressituationen eine 
entscheidende Rolle, so z.B. im postischämischen Herzen und Skelettmuskelgewebe [133]. 
Auch extreme physische Belastungen können zu einer vermehrten Bildung von reaktiven 




der Sauerstoffpartialdruck im Muskel erheblich ab. Folglich wird in der Glykolyse mehr 
NADH gebildet als üblicherweise durch die Atmungskette verbraucht wird, da dieser nun der 
Elektronenendakzeptor fehlt. Unter anaeroben Bedingungen wird NADH zwar zunächst durch 
die homolactische Fermentation zu NAD+ reoxidiert [134], allerdings kommt auch das 
Pyruvat/Lactat-System bei länger andauernder Hypoxie bzw. starker Anreicherung von Lactat 
zum Erliegen, so dass die Elektronentransportsysteme reduziert vorliegen [135]. Wird der 
Muskel nun reoxygeniert (z.B. in der Erholungsphase), kann es durch die Reduktion des 
Sauerstoffes zu einer vermehrten O2•– und H2O2-Bildung kommen [6]. Zusätzlich fanden 
Radák et al. [136] einen Zusammenhang zwischen der Höhe der Lactatkonzentration und der 
O2•–-bildenden Xanthin-Oxidaseaktivität im Blut. Bedingt durch die pH-Absenkung im 
Muskel erhöht sich zudem der Anteil der aus O2•– hervorgehenden Perhydroxylradikale [24]. 
Da für die Glykolyse bekannt ist, dass die Enzymbindungsstellen die Substratkonzentrationen 
übersteigen [137], wäre es möglich, dass GAPDH-NADH mit HO2• und der LDH-NADH-
Komplex mit O2•– reagiert, wodurch es zu einer verstärkten Bildung von ROS (s.o.) in der 
Kettenreaktion käme. Dies könnte zu verstärkten Gewebeschäden (Muskelkater) durch 
freigesetzte ROS führen. Ob allerdings binäre Dehydrogenase-NADH-Komplexe unter 
derartigen Situationen eine Rolle spielen, ist derzeit noch unklar. Erstaunlich ist allerdings, 
dass die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gefundenen Eigenschaften der Dehydrogenase-
NAD(P)H-Komplexe bislang noch nicht beschrieben wurden. Dies könnte daran liegen, dass 
unter den üblichen experimentellen Bedingungen oft unphysiologisch niedrige 
Enzymkonzentrationen eingesetzt werden, obwohl schon Aragón [138] und Srere [139] 
bemerkten, dass zahlreiche Enzyme sehr individuelle Charakteristiken aufweisen, wenn sie im 




3.3. ANMERKUNGEN ZU DEN KINETISCHEN SIMULATIONEN 
 
I. Einige Geschwindigkeitskonstanten der hier untersuchten Kettenstarts basieren nicht auf 
experimentellen Daten, sondern wurden ausschließlich durch kinetische Simulationen 
ermittelt. Der Grund hierfür ist die z.T. sehr geringe Geschwindigkeit dieser Reaktionen, die 
den experimentellen Fehler überproportional erhöht. Die Nutzung großer kinetischer Modelle 
(> 100 Reaktionen) hat den Vorteil, dass keine unerwartet wichtigen Reaktionen durch 




Reaktionen des Modells überflüssig und/oder redundant sein können und die Wichtigkeit 
einer einzelnen Reaktion unklar bleibt. Um die Bedeutung einer Reaktion in einem solchen 
kinetischen Modell bestimmen zu können, sind eine Sensitivitätsanalyse und diverse andere 
rechnerische Methoden erforderlich, die in einer aktuell publizierten Arbeit [140] 
zusammengefasst worden sind. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Reaktionen wurden 
durch eine auf NSCs basierend PCA ermittelt und gewichtet. Durch die Eliminierung 
unwichtiger Reaktionen war es möglich, die O2- bzw. H2O2-abhängige Oxidation von LDH-
gebundenem NADH durch 23 beziehungsweise 18 Reaktionen zu beschreiben.   
 
II. Im Gegensatz zu den Experimenten mit schwachen Oxidantien, konnte der NADH-
Verbrauch durch starke Oxidantien nur in Abwesenheit von Dehydrogenasen befriedigend 
simuliert werden. Dies scheint an den gegenwärtig noch unbekannten Reaktionen zu liegen, 
die das Oxidans mit dem Enzym eingeht. Ein Hinweis auf solche Reaktionen war die 
verminderte NAD(P)H-Oxidation in Anwesenheit einiger Dehydrogenasen. Beteiligt sollten 
die auf der Proteinoberfläche und in der katalytischen Region lokalisierten Phenyl-, Tyrosyl- 
und Tryptophanyl- sowie Cysteinylreste sein, da sie bekannte Ziele oxidativer Angriffe sind 
[20, 47, 48, 50, 141]. Aus eigenen, bislang unveröffentlichten Ergebnissen geht hervor, dass 
nach Zugabe von Oxidantien zwar die entsprechende Aminosäurefluoreszenz der LDH 
abnimmt, das Enzym aber immer noch uneingeschränkt katalytisch aktiv ist. Daher scheinen 
diese oxidierbaren Aminosäuregruppen nicht zwangsläufig an der Katalyse beteiligt zu sein. 
Die oft leicht oxidierbaren Aminosäuregruppen im aktiven Zentrum können durch gebundene 
Coenzyme sterisch vor oxidativen Angriffen geschützt werden [82-85, 142, 143]. Die 
Fängereigenschaften der LDH beantworten nur teilweise die Frage, warum starke Oxidantien, 
wie z.B. Peroxynitrit, nicht direkt das Enzym-gebundene NAD(P)H oxidieren, obgleich dieses 
reaktiver als das freie Coenzym ist. Eine weiterere Erklärung hierfür ist, dass Enzym-
gebundenes NAD(P)H durch die Coenzymbindungskavität vor Oxidantien im umgebenden 
Medium abgeschirmt wird, was auf Röntgenstrukturanalysen basierenden molekularen 
Modellen von Coenzymbindungsstellen erkennbar ist [94-96]. Aus diesen Gründen ist es 
wahrscheinlicher, dass starke Oxidantien eher mit den Aminosäureresten der Dehydrogenasen 
als mit dem Enzym-gebundenen Coenzym reagieren. Einige Autoren behaupten auch, dass 
Peroxynitrit in bicarbonatfreien Systemen nur schlecht direkt mit NADH reagiert [123], 
während andere dem Peroxynitrit neben seiner hohen Reaktivität auch eine hohe Selektivität 








In Zellen liegen NADH und NADPH vorwiegend in binären Komplexen an Dehydrogenasen 
gebunden vor. Chan und Bielski haben durch Arbeiten mit zellfreien Systemen gezeigt, dass 
der binäre Lactat-Dehydrogenase-NADH-Komplex anders als das ungebundene Coenzym 
schnell mit Superoxidanionen (O2•–) reagiert. Hierbei induziert und propagiert das 
Superoxidanion eine radikalische Kettenreaktion, in der das an die LDH gebundene NADH 
oxidiert wird. Im Rahmen der Kettenreaktion wird das Superoxid regeneriert und ein 
Wasserstoffperoxidmolekül pro Zyklus freigesetzt.  
 In der vorliegenden Arbeit wurde die Reaktivität des LDH-gebundenen und des freien 
NADHs auch gegenüber anderen Oxidantien als O2•– (O2, H2O2, HNO2 und authentisches/in 
situ generiertes Peroxynitrit) vergleichend untersucht. Zudem sollte die Frage geklärt werden, 
ob diese Oxidantien ebenfalls in der Lage sind, eine radikalische Kettenreaktion zu initiieren 
und ggf. zu propagieren. Da die Coenzymbindungsstellen der NAD(P)(H)-abhängigen 
Dehydrogenasen strukturell sehr ähnlich konstruiert sind und damit auch der Einfluss der 
Dehydrogenasen auf das Coenzym ähnlich sein sollte, wurden neben der LDH noch weitere 
Dehydrogenasen untersucht: Alkohol-Dehydrogenase (ADH), Aldehyd-Dehydrogenase 
(AlDH), Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase (G6-PDH), Glutamat-Dehydrogenase (GlDH), Isocitrat-Dehydrogenase 
(ICDH) und Malat-Dehydrogenase (MDH).  
 Die LDH steigerte die durch O2, H2O2, HNO2 und Peroxynitrit vermittelte Oxidation 
von NADH, nicht jedoch die von NADPH. Die Steigerung der NADH-Oxidation durch die 
LDH konnte in allen Fällen durch Superoxid-Dismutase (SOD) unterbunden werden, was auf 
eine Beteiligung von Superoxid schließen ließ. Unter zur Hilfenahme kinetischer 
Simulationen konnte zwischen dem Modus der NADH-Oxidation durch einerseits starke (= 
hochreaktive) und andererseits schwache (= weniger reaktive) Oxidantien unterschieden 
werden. Starke Oxidantien wie Peroxynitrit reagierten vorwiegend mit dem anfänglich in 
höherer Konzentration vorliegenden, ungebundenen NADH, wohingegen schwache 
Oxidantien wie O2, H2O2 und HNO2 nahezu ausschließlich mit dem LDH-gebundenen NADH 
reagierten. In beiden Fällen reduzierte das entstehende NAD•-Radikal molekularen Sauerstoff 
zu O2•–, das wiederum die radikalische Kettenreaktion propagierte.  
 Mit wenigen Ausnahmen steigerten auch alle anderen untersuchten Dehydrogenasen 
die Oxidation ihres physiologischen Coenzyms durch wenigstens ein Oxidans. Ob und wie 





Dehydrogenase und von der Art und Konzentration des applizierten Oxidans ab. Im 
Unterschied zu den Versuchen mit der LDH wurde die gesteigerte NAD(P)H-Oxidation in 
Gegenwart von ADH, AlDH, G6-PDH, GAPDH und MDH durch SOD weder eingeschränkt 
noch verhindert. Dies deutet darauf hin, dass die binären Deydrogenase-Coenzym-Komplexe 
zwar bimolekular mit den Oxidantien (O2, H2O2, HNO2) reagierten, es aber zu keiner 
Reaktion mit Superoxid und folglich auch zu keiner Superoxid-vermittelten radikalischen 
Kettenoxidation (Kettenreaktion) des Coenzyms kam.  
 Eine vergleichbar schnelle Reaktion, wie die von Chan und Bielski gefundene 
Reaktion des binären LDH-NADH-Komplexes mit Superoxid (k = 3,6 × 104 M-1s-1), konnte 
bei keiner anderen Dehydrogenase beobachtet werden.  
 Die Bedeutung dieser in vitro gefundenen Mechanismen für das Redox-Gleichgewicht 
der Zelle ist derzeit noch unklar. Weiterführende intrazelluläre Untersuchungen sind hierfür 
erforderlich. Dennoch deutet einiges darauf hin, dass diese durch binäre Dehydrogenase-
Coenzym-Komplexe vermittelte Steigerung der Reaktivität gegenüber Oxidantien sowie die 
von LDH-NADH und GAPDH-NADH gezeigten radikalischen Kettenreaktionen durchaus 
eine wichtige Rolle in Hypoxie-/Reoxygenierungsschädigungssystemen spielen können.
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Roche Molecular Biochemicals 
(Mannheim, Deutschland):  
 
     Alkohol-Dehydrogenase (ADH)  EC 1.1.1.1 
     aus Hefe      
      
     Aldehyd-Dehydrogenase (AlDH) EC 1.2.1.5  
     aus Hefe      
  
     Glucose-6-phosphat- 
     Dehydrogenase (G6-PDH)  EC 1.1.1.49  
     aus Hefe       
 
     Glutamat-Dehydrogenase (GlDH) EC 1.4.1.3 
     aus Rinderleber     
  
     Glycerinaldehyd-3-phosphat     
     Dehydrogenase (GlDH)   EC 1.2.1.12 
      aus Kaninchenmuskel 
 
     Katalase     EC 1.11.1.6 
     aus Rinderleber     
  
     L-Lactat-Dehydrogenase (LDH) EC 1.1.1.28 
     aus Rindermuskel     
  
     Malat-Dehydrogenase (MDH) EC 1.1.1.37 
     aus Schweineherz     
  
     Superoxid-Dismutase (SOD)  EC 1.15.1.1 
     aus Rindererythrozyten    
  
     NADH       
  











      
     Chelex 100     
 
     Diethylentriaminpentaessigsäure (DTPA)  
  
     Isocitrat-Dehydrogenase (ICDH) EC 1.1.1.42 
     aus Schweineherz     
  
     Mangandioxid     
  
     Oxamat      
       
     Wasserstoffperoxid     




     Kalium-Dihydrogenphosphat   
  
     Di-Kalium-Hydrogenphosphat   
  
     Natriumnitrit      
  
     Natronlauge       
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5.1.2. Materialien & Geräte 
 
Eppendorf 
(Hamburg, Deutschland):  
 





     Scheidetrichter     
      
     Glassäulen (Gelfiltration)    
  
     Bechergläser (div. Größen)    
   





     Quarzküvetten (Halbmikroküvetten)   
    
     Fluoreszenzküvetten (Vollküvetten)   
     
Eigenbau der technischen       
Abteilung des UK Essen:                    
 
                                                           Glovebox   
 
GMS                                                       
(Kiel-Mielkendorf,  
Deutschland): 
   
     Sauerstoffmessgerät 
     LICOX MCB Oxygen Monitor                                            
 
PerkinElmer Life Science 
(Norwalk, CT, USA): 
 
     Spektralphotometer     














(Duisburg, Deutschland):  
 
     Spektralphotometer      
     UV mini 1240      
  
     Spektralfluorometer     





     Ultrazentrifuge     
     OptimaTM L-70k     
  
     Zentrifugenrotor 70 Ti    
     
VWR International GmbH 
(Darmstadt, Deutschland): 
 






5.2.1. Herstellung von Peroxynitrit 
 
Die Synthese von Peroxynitrit erfolgte entsprechend der Arbeit von Uppu und Pryor [145]. 
Zuerst wurden zwei Lösungen angesetzt. Für Lösung 1 wurden 5 ml 0,5 N NaOH (+ 40 mM 
DTPA), 25 ml 5 N NaOH, 11 ml H2O2 gemischt und mit Aqua bidest., das 0,1 mM DTPA 
enthielt, auf 100 ml Gesamtvolumen aufgefüllt. Für Lösung 2 wurden 15 ml Isoamylnitrit 
viermal mit jeweils 30 ml Aqua bidest., das 0,1 mM DTPA enthielt, im Scheidetrichter 
gewaschen. Anschließend wurden 100 ml Lösung 1 und 13,3 ml Lösung 2 gemischt und bei 
4°C über Nacht kräftig gerührt. Das Produkt wurde dann sechsmal mit jeweils 100 ml N-
Hexan im Scheidetrichter gewaschen. Nun wurde eine Glassäule (Länge ca. 30 cm, 
Durchmesser ca. 1,5 cm), die normalerweise zur Gelfiltration verwendet wird, mit 25 g MnO2 
befüllt. Das MnO2 wurde zunächst mit 50 ml Aqua bidest. und dann mit 50 ml 0,5 N NaOH 
gewaschen. Anschließend wurde die Säule mit Eis ummantelt. Nun wurde das gewaschene 
Produkt portionsweise auf die gekühlte Säule gegeben. Die ersten 10 ml wurden verworfen. 
Der Rest wurde dann in einem gekühlten Becherglas aufgefangen. Um das überschüssige 
Hexan zu entfernen, wurde die Lösung für 15 Minuten mit reinem Stickstoff begast. Nach der 
Portionierung in 1,5 ml Kunststoffreaktionsgefäßen wurde das fertige Peroxynitrit bei -80°C 
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eingefroren. Die Konzentration des synthetisierten Peroxynitrits wurde bestimmt, indem eine 
Probe zunächst 1:1000 mit 0,5 N NaOH verdünnt und anschließend die Absorption 
photometrisch bei 302 nm gemessen wurde (Shimadzu, Duisburg, Deutschland; Typ UV mini 
1240). Der Extinktionswert wurde durch 1,67 dividiert und ergab die Peroxynitrit-
konzentration in Mol pro Liter.  
 
5.2.2. Bestimmung der Bindungsstöchiometrie zwischen LDH und NADH sowie 
 NADPH 
 
Die Bestimmung der Bindungsstöchiometrie von NADH oder NADPH und LDH erfolgte in 
Anlehnung an die Arbeit von Velick et al. [107] mittels Ultrazentrifugation in 50 mM 
KH2PO4/K2HPO4-Puffer (pH 7,5) bei 20°C. NADH oder NADPH (4,2 µM) wurde mit oder 
ohne LDH (0,1-4,2 µM) in Phosphat-Puffer inkubiert. Dann wurde je Probe die 
Enzymaktivität der LDH nach den Angaben von Bergmeyer et al. mit Hilfe eines 
Laborautomaten (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland; Typ Vitalab Selectra 
E) bestimmt [146] und parallel Fluoreszenzspektren von NADH bzw. NADPH (λexc. = 340 
nm; λem. = 400-600 nm) mit einem Spektralfluorometer (Shimadzu, Duisburg, Germany; Typ 
RF-1501) aufgenommen. Nach der Ultrazentrifugation der Proben (371000 × g bei 20°C für 5 
h; Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland; Typ OptimaTM L-70K, Rotortyp 70 Ti), wurden 
erneut im Überstand und nach Resuspension des Pellets die Enzymaktivität bestimmt und 
Fluoreszenzspektren aufgenommen. Die Konzentration des durch die LDH gebundenen 
NADHs bzw. NADPHs wurde anhand der Differenz der NAD(P)H-Fluoreszenzintensität im 
Überstand vor und nach der Zentrifugation sowie nach der Korrektur um die 
Coenzymkonzentration, die in Abwesenheit der LDH abzentrifugiert wurde, kalkuliert. Die 
Bindungsstöchiometrie (BS) wurde dann aus dem Quotient des LDH-gebundenen NADHs 
bzw. NADPHs und der Enzymkonzentration berechnet (Gleichung 19). 
 
            [LDH-NADH] 
BS = ——————————       (19) 
                [LDH] 
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5.2.3. Bestimmung der Bindungsstöchiometrie zwischen weiteren Dehydrogenasen und 
 NADH bzw. NADPH 
 
Die für die LDH beschriebene Methode zur Bestimmung der Enzym-Coenzym-
Bindungsstöchiometrie konnte aufgrund technischer Probleme nicht auf die anderen 
Dehydrogenasen übertragen werden. Da sich jedoch die experimentell für die Bindung von 
LDH und NADH ermittelten Werte mit denen deckten, die basierend auf reaktionskinetischen 
Daten der Literatur [146] errechenbar waren, wurden die Bindungsstöchiometrien der anderen 
Dehydrogenasen und ihrer Coenzyme anhand von Literaturdaten berechnet. Die Bildung 
binärer Dehydrogenase-Coenzymkomplexe verläuft sehr schnell (k1 ≈ 1 × 106 M-1s-1 [102]). 
Daher lässt sich die Geschwindigkeitskonstante der Rückreaktion (k
-1) näherungsweise aus 
den in der Literatur [146] publizierten Michaeliskonstanten (Km) berechnen. 
              
k 
-1 =  k1 × Km         (20) 
               
ADH [95, 147, 148], AlDH [149], GAPDH [95, 150] und G6-PDH [151] sind Tetramere, 
während MDH [95] und ICDH [152] Dimere sind. Allein GlDH besteht aus sechs 
Untereinheiten (Hexamer), die jeweils 2 Coenzymbindungsstellen besitzen [153]. Alle 
Enzyme können, abhängig von ihren Bindungskonstanten und der Coenzymkonzentration, 
maximal ein Coenzymmolekül pro Untereinheit binden. 
 
5.2.4. Messung des Effekts von O2, H2O2 und HNO2 auf die NADH- oder NADPH-
 Oxidation in Gegenwart von Dehydrogenasen  
 
Der Effekt der Dehydrogenasen ADH, AlDH, GAPDH, GlDH, G6-PDH, ICDH und MDH 
(10 µM) auf die Autoxidation von NADH bzw. NADPH (150 µM) durch molekularen 
Sauerstoff wurde in Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,0, 37°C), versetzt mit DTPA (100 µM),  
untersucht. Die Versuche wurden unter Umgebungsatmosphäre (pO2 = 202-205 hPa) und 
vergleichend in Gegenwart von SOD (50 U ml-1) oder unter Hypoxie (Argonatmosphäre, pO2 
= ≤ 4,7 hPa) in einer speziell hierfür konstruierten Glovebox durchgeführt. Der 
Sauerstoffpartialdruck wurde  mit dem Sauerstoffmessgerät,  LICOX MCB Oxygen Monitor 
(GMS, Kiel-Mielkendorf, Deutschland) bestimmt. Zusätzlich wurden einige Experimente mit 
AlDH in Anwesenheit von Katalase (130 U l-1) wiederholt. Der oxidative Einfluss von H2O2 
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(600 µM) auf NADH und NADPH in An- und Abwesenheit der Dehydrogenasen wurde unter 
den gleichen Bedingungen gemessen. 
 HNO2 wurde, wie in Gleichung 21 dargestellt, aus Nitrit (NO2–) generiert. Dem 
Phosphat-Puffer (50 mM, 37°C) mit DTPA (100 µM) wurde hierfür NaNO2  (10 mM) 
zugegeben. Der pH-Wert von 7,0 (statt 7,5) ist ausgewählt worden, um die Bildung von 
HNO2 zu stimulieren; aufgrund des niedrigen pKa-Wertes (pKa (HNO2) = 3,1; [154]) nimmt 
die Bildung von HNO2 aus NaNO2 mit abnehmendem pH-Wert stark zu. Auch in den 
Experimenten mit H2O2 und HNO2 wurde NADH oder NADPH in An- und Abwesenheit der 
Dehydrogenasen (10 µM) und SOD (50 U ml-1) inkubiert sowie der Einfluss von Sauerstoff 
(s.o.) untersucht.  
 
NO2–  + H3O+ → HNO2 + H2O       (21) 
pKa (HNO2) = 3,1 [154] 
 
Aus einer kinetischen Simulation, gerechnet mit einem in einer früheren Arbeit 
veröffentlichten Datensatz [42], ging hervor, dass über eine Reaktionszeit von 120 Minuten 
aus 10 mM NaNO2 nur HNO2 in nennenswerten Konzentrationen entsteht 
(Gleichgewichtskonzentrationen bei pH 7,0: HNO2 = 1,25 µM, •NO2 = 0,1-0,8 nM, N2O3 = 
0,15 pM, N2O4 = 0,02-0,15 pM). 
 
5.2.5. Bestimmung des Effektes von Peroxynitrit auf die Oxidation von NADH oder 
 NADPH in An- und Abwesenheit von Dehydrogenasen 
 
Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,5, 25°C) mit oder ohne einer Dehydrogenase (ADH, AlDH, 
GAPDH, G6-PDH, GlDH, ICDH oder MDH: jeweils 10 µM; LDH: 5-20 µM) in 
Kunststoffreaktionsgefäßen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) wurde NADH oder NADPH 
(150 µM) zugesetzt. Dann wurde Peroxynitrit (100-280 µM) auf die trockene Innenseite des 
Deckels des Reaktionsgefäßes pipettiert, anschließend das Gefäß geschlossen und dieses 
schnell geschüttelt, um zu garantieren, dass das Peroxynitrit vor seinem Zerfall in der Lösung 
homogen verteilt wurde. Diese auch als „Drop-tube Vortex-Mixer-Methode“ bekannte 
Vorgehensweise wurde 1998 erstmals von Kirsch et al. [155] beschrieben. Die NADH- oder 
NADPH-Oxidation wurde danach photometrisch aufgrund der Absorptionsabnahme bei 340 
nm bestimmt (Shimadzu, Duisburg, Deutschland; Typ UV mini 1240). In einigen 
Experimenten wurde vor der Zugabe von Peroxynitrit SOD (20-50 U ml-1) zugesetzt, um den 
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Einfluss von Superoxidanionen zu untersuchen. In Ansätzen mit LDH wurde dem 
Versuchsansatz vor der Zugabe von Peroxynitrit Oxamat (1 mM), ein nicht metabolisierbares 
Substratanalogon [156], welches das katalytische Zentrum des Enzyms irreversibel 
verschließt, zugesetzt.  
 Zudem wurden Experimente mit 3-Morpholinosydnonimin (SIN-1), das in situ 
Peroxynitrit generiert, durchgeführt. Die hierfür geltenden Versuchsbedingungen waren mit 
denen für das authentische Peroxynitrit identisch. SIN-1 (1 mM) wurde dem Versuchsansatz, 
bestehend aus Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,5, 25°C), NADH oder NADPH (150 µM) und 
DTPA (100 µM) in An- und Abwesenheit von Dehydrogenasen (10 µM) zugesetzt und die 
NADH- bzw. NADPH-Oxidation kontinuierlich (Messintervall: 0,1 Minute) für 30-80 
Minuten anhand der Absorptionsabnahme bei 340 nm verfolgt (PerkinElmer Life Sciences, 
Norwalk, CT, USA; Typ UV/Visible Lambda 40). Weitere Experimente wurden in 
Anwesenheit von SOD (20-50 U ml-1) durchgeführt. In Experimenten mit LDH wurde 
wiederum Oxamat (1 mM) eingesetzt.  
 
5.2.6. Kinetische Simulationen der NADH- oder NADPH-oxidierenden Reaktionen 
 
Die kinetischen Simulationen wurden in Kooperation mit Herrn Priv.-Doz. Dr. Michael 
Kirsch unter Anwendung des KINTECUS V3.8 Programms [117] von Herrn Dr. James C. Ianni 
(www.kintecus.com) durchgeführt. Das grundlegende kinetische Modell, das insgesamt 
diejenigen 118 Reaktionen zwischen reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies 
berücksichtigt, die unter physiologischen Bedingungen bekannt sind [42], wurde vergrößert 
um die Oxidation des NAD(P)Hs berechnen zu können. Dieser erweiterte Reaktionssatz 
berücksichtigt sowohl die bekannten Reaktionen zwischen den reaktiven Spezies und 
NAD(P)H als auch die Ad- und Desorption des Coenzyms an das Enzym (Tabelle I und II). 
Da der Reaktionssatz alle bekannten Reaktionen berücksichtigt, die unter physiologischen 
Bedingungen ablaufen können, müssen Abweichungen der simulierten Werte zu 
experimentellen Daten mit dem Auftreten von unbekannten Reaktionen erklärt werden. Wenn 
nicht anders erwähnt, konnten die unbekannten Reaktionen durch angenommene Reaktionen 
ersetzt werden. Durch die Simulation der Coenzymoxidation und gleichzeitigen Integration 
der Konzentrationen der beteiligten Spezies über den simulierten Versuchszeitraum ist es dem 
Programm möglich, für eine angenommene Reaktion eine zuvor unbekannte 
Geschwindigkeitskonstante (kvirt.) zu berechnen. Anschließend wurden für einige 
Simulationen Sensitivitätsanalysen [140] durchgeführt, um festzustellen, welche Reaktionen 
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in dem jeweiligen Versuchsansatz tatsächlich von Bedeutung sind, und die Einzelreaktionen 
nach ihrer Priorität sortiert. Hierfür wurden zuerst die „Normalized Sensitivity Constants" 
(NSCs) mithilfe des KINTECUS-Programms wie folgt berechnet: 
 
δln [Spezies] 
NSC = ——————————       (22) 
             δln k 
 
Mithilfe des ATROPOS-Programms (ebenfalls von Herrn Dr. James C. Ianni) wurden nun 
analog zu [157] die NSCs durch eine "Principle Component Analysis" (PCA) für 80 
Zeitpunkte analysiert. Das ATROPOS-Programm eliminiert mit der PCA alle überflüssigen 
und redundanten Reaktionen und ordnet die übrigen Reaktionen nach ihrer Wichtigkeit, 
nachdem für diese Reaktion der korrespondierende "Overall Sensitivity Coefficient" (Br) 




Alle Experimente wurden mindestens zweimal in Form von Doppelansätzen durchgeführt. 
Die in den Abbildungen gezeigten Verläufe sind repräsentativ für alle entsprechend 
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A•   radikalisches Antioxidans 
ADH   Alkohol-Dehydrogenase 
AH   Antioxidans 
AlDH   Aldehyd-Dehydrogenase 
Br    Overall Sensitivity Coefficient 
DTPA   Diethylentriaminpentaessigsäure 
G6-PDH  Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
H4Bip   Tetrahydrobiopterin 
hPa   Hektopascal 
ICDH   Isocitrat-Dehydrogenase 
LDH   Lactat-Dehydrogenase 
MDH   Malat-Dehydrogenase 
min   Minute 
NADH/NAD+  reduziertes/oxidiertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid  
NADPH/NADP+ reduziertes/oxidiertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotidphosphat  
NSC   Normalized Sensitivity Constant 
p   Partialdruck 
PCA   Principal Component Analysis 
R   Rest 
R•   Lipidradikal 
RH   Lipid 
ROO•   aus dem Lipid entstandenes Perhydroxylradikal 
RNOS   Reaktive Stickstoff-Sauerstoffspezies (reactive nitrogen  
   oxygen species) 
ROS   Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species) 
s   Sekunde 
SIN-1   3-Morpholinosydnonimin 
SOD   Superoxid-Dismutase 





7.2. TABELLEN  
 
Tabelle IS. An der Autoxidation von NADH in Anwesenheit von LDH beteiligte Reaktionen der Priorität nach angeordnet  
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
Nummer  Eintrag in Tabelle 1   Reaktion    Geschwindigkeitskonstantea [M-1 s-1]  Brb        
 
1   3  LDH-NADH + O2 → LDH-NAD• + HOO•    1,6 × 10-4   349,6 
2   9  LDH-NADH + H2O2 → LDH-NAD• + H2O + HO•   2,0 × 10-4   276,1 
3   6  LDH-NADH + O2•– → LDH-NAD• + HOO–   3,6 × 104   264,4 
4   33  LDH-NAD• + O2 → LDH-NAD+ + O2•–    3,2 × 109   250,3 
5     H2O2 + HO• → HOO• + H2O     2,7 × 107   245,1 
6     O2•– + H3O+ → HOO• + H2O     5,0 × 1010   150,1 
7     HOO• + H2O → O2•– + H3O+     1,4 × 104   129,9 
8     O2•– + HOO• → HOO– + O2     9,7 × 107   98,8 
9   16  LDH + NADH → LDH-NADH     1,0 × 106   76,9 
10   18  LDH-NADH → LDH + NADH     1,0 × 101   66,9 
11     HOO– + H3O+ → H2O2 + H2O     5,0 × 1010   50,3 
12   34  2 NAD• → (NAD)2      5,6 × 107   50,0 
13   2  NADH + H3O+ → HNADH+ + H2O    7,0    49,9 
14   10  NADH + HOO• → NAD• + H2O2     1,8 × 105   49,3 
15     H2O2 + H2O → HOO– + H3O+     3,2 × 10-3   48,7 
16   32  NAD• + O2 → NAD+ + O2•–     2,0 × 109   45,2 
17   23  LDH-NAD+ → LDH + NAD+     2,5 × 102   44,6 
18   21  LDH + NAD+ → LDH-NAD+     1,0 × 106   44,4 
19   1  NADH + O2 → NAD+ + HOO–     6,8 × 10-10   17,1 
20     HO• + O2•– → O2 + HO–      1,1 × 1010   15,3 
21   11  LDH-NADH + HOO• → LDH-NAD• + H2O2   2,0 × 106   8,8 
22     HOO– + HO• → HOO• + HO–     7,5 × 109   7,0 
23     2 HO• → H2O2       5,5 × 109   6,6 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
a
 Geschwindigkeitskonstanten von Reaktionen, an denen Wasser beteiligt ist, wurden durch [H2O]0 = 55,56 M geteilt. 
b
 Br = Overall Sensitivity Coefficient 
NADH (150 µM) wurde in Anwesenheit von LDH (10 µM) unter normoxischen Bedingungen ([O2] = 225 µM) in Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,0, 25°C) inkubiert. Die 






Tabelle IIS. An der Oxidation von NADH in Anwesenheit von LDH, H2O2 und O2 beteiligte Reaktionen der Priorität nach   
  angeordnet 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
Nummer  Eintrag in Tabelle 1   Reaktion    Geschwindigkeitskonstantea [M-1 s-1] Brb        
 
1   9  LDH-NADH + H2O2 → LDH-NAD• + H2O + HO•   2,0 × 10-4   420,9 
2     H2O2 + HO• → HOO• + H2O     2,7 × 107   344,6 
3   33  LDH-NAD• + O2 → LDH-NAD+ + O2•–    3,2 × 109   252,3 
4   6  LDH-NADH + O2•– → LDH-NAD• + HOO–   3,6 × 104   246,9 
5     HOO• + H2O → O2•– + H3O+     1,4 × 104   117,2 
6     O2•– + H3O+ → HOO• + H2O     5,0 × 1010   116,8 
7     O2•– + HOO• → HOO– + O2     9,7 × 107   98,4 
8   10  NADH + HOO• → NAD• + H2O2     1,8 × 105   86,4 
9   16  LDH + NADH → LDH-NADH     1,0 × 106   61,1 
10   18  LDH-NADH → LDH + NADH     1,0 × 101   61,0 
11   32  NAD• + O2 → NAD+ + O2•–     2,0 × 109   52,3 
12     HOO– + H3O+ → H2O2 + H2O     5,0 × 1010   50,3 
13     H2O2 + H2O → HOO– + H3O+     3,2 × 10-3   50,0 
14   2  NADH + H3O+ → HNADH+ + H2O    7,0    49,9 
15   23  LDH-NAD+ → LDH + NAD+     2,5 × 102   42,6 
16   11  LDH-NADH + HOO• → LDH-NAD + H2O2   2,0 × 106   7,1 
17   3  LDH-NADH + O2 → LDH-NAD• + HOO•    1,6 × 10-4   7,0 
18   1  NADH + O2 → NAD+ + HOO–     6,8 × 10-10   2,2 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
a
 Geschwindigkeitskonstanten von Reaktionen, an denen Wasser beteiligt ist, wurden durch [H2O]0 = 55,56 M geteilt. 
b
 Br = Overall Sensitivity Coefficient 
NADH (150 µM) wurde in Anwesenheit von LDH (10 µM) unter normoxischen Bedingungen ([O2] = 225 µM) mit H2O2 (600 µM) in Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,0, 
25°C) inkubiert. Die Prioritäten der beteiligten Reaktionen wurden durch Anwendung einer PCA auf die von der Kintecus- und der Atropos-Software ermittelten NSCs 
kalkuliert.  
     








Table IIIS. An der Oxidation von NADH (150 µM) in Anwesenheit von Peroxynitrit beteiligte Reaktionen der Priorität nach   
  angeordnet 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
Nummer  Eintrag in Tabelle 1   Reaktion    Geschwindigkeitskonstantea [M-1 s-1] Brb        
 
1     ONOO– + H3O+ → ONOOH + H2O    5,0 × 1010   49488,3 
2     ONOOH + H2O → ONOO– + H3O+    143    46205,6 
3     ONOOH → HNO3      0,94    17982,8 
4   12  NADH + ONOOH → H2O + NAD• + •NO2    7,4 × 103   6514,3 
5     HNO2 + H2O → H3O+ + NO2–     7,2 × 105   2745,4 
6     H3O+ + •NO2 → HNO2 + H2O     5,0 × 1010   2713,2 
7     ONOOH → HO• + •NO2      0,36    2274,7 
8   15  NADH + •NO2 → NAD• + HNO2     4,0 × 103   894,7 
9     2 HNO2 → N2O3 + H2O      13,4    632,4 
10     O2NOO– → NO2– + O2      1,4    487,6 
11   32  NAD• + O2 → NAD+ + O2•–     2,0 × 109   403,6 
12     HO• + NO2– → HO– + •NO2     5,3 × 109   352,8 
13     O2•– + •NO2 → O2NOO–      4,5 × 109   322,3 
14     O•– + H2O → HO• + HO–      1,7 × 106   321,1 
15     HO• + HO– → O•– + H2O      1,3 × 1010   318,4 
16     O2NOOH + H2O → O2NOO– + H3O+    1,4 × 103   220,2 
17     H3O+ + O2NOO– → O2NOOH + H2O    5,0 × 1010   215,3 
18     O•– + O2 → O3•–       3,8 × 109   159,8 
19   13  NADH + O2NOOH → •NO2 + NAD+ + H2O2   1,0 × 104   140,9 
20     O3•– → O•– + O2       4,0 × 103   136,3 
21     N2O3 → •NO + •NO2      8,0 × 104   131,0 
22     HOO• + H2O → O2•– + H3O+     1,4 × 104   129,9 
23     O2•– + H3O+ → HOO• + H2O     5,0 × 1010   129,2 
24     N2O3 + H2O (+ HPO42 –) → 2 HNO2    2,0 × 103 +   120,7 
             8,0 × 105 × [HPO42 –]  
25     ONOO– + HO• → HO– + •NO + O2     4,8 × 109   117,9 
26     O2•– + •NO → ONOO–      6,7 × 109   95,6 
27     NO2+ + 2 H2O → HNO3 + H3O+     9,0 × 106   86,7 





29     HOO– + H3O+ → H2O2 + H2O     5,0 × 1010   80,4 
30     •NO32 – + H2O → •NO2 + 2 HO–     1,0 × 103   80,2 
31     ONOOH + H3O+ → NO2+ + 2 H2O     6,22    80,0 
32   34  2 NAD• → (NAD)2      5,6 × 107   80,0 
33     HO• + O3•– → HO– + O3      8,5 × 109   80,0 
34   2  NADH + H3O+ → HNADH+ + H2O    7,0    80,0 
35     NO3– + H3O+ → HNO3 + H2O     5,0 × 1010   80,0 
36     O•– + •NO2 → NO3 –      1,8 × 107   79,8 
37     O2NOO– → O2•– + •NO2      1,05    79,6 
38     H2O2 + H2O → HOO– + H3O+     3,2 × 10-3   79,4 
39     2 •NO2 → N2O4       4,5 × 108   69,0 
40     N2O4 → 2 •NO2       6,9 × 103   56,1 
41   10  NADH + HOO• → NAD• + H2O2     1,8 × 105   51,5 
42     ONOO– → O•– + •NO2      1,7 × 10-6   40,1 
43     N2O4 (+ H2O) → HNO2 + HNO3     18,0    35,9 
44     •NO + •NO2 → N2O3      1,1 × 109   25,1 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
a
 Geschwindigkeitskonstanten von Reaktionen, an denen Wasser beteiligt ist, wurden durch [H2O]0 = 55,56 M geteilt. 
b
 Br = Overall Sensitivity Coefficient 
NADH (150 µM) wurde in Anwesenheit von LDH (10 µM) unter normoxischen Bedingungen ([O2] = 225 µM) Peroxynitrit (100 µM) in Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,5, 25 
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